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La rabia es una enfermedad viral que produce cambios en la función neuronal. Estos 
cambios, entre otros, inducen alteraciones en el metabolismo de los neurotransmisores. Los 
signos clínicos de la rabia indican que se podría afectar el sistema GABA-glutamato y, por 
lo tanto, el balance entre la inhibición y excitación neuronal. El objetivo de este trabajo 
consistió en evaluar la inmunorreactividad de neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas en 
la corteza y el cerebelo de ratones infectados con rabia, mediante dos vías de inoculación. 
Se inocularon ratones adultos por vía intramuscular e intracerebral con virus de la rabia 
CVS; en la etapa terminal de la enfermedad se anestesiaron y se sacrificaron por perfusión 
con paraformaldehído y glutaraldehído. Se obtuvieron cortes en vibrátomo y se procesaron 
para inmunohistoquímica con anticuerpos anti-Glu (glutamato), anti-GABA y anti-PV 
(parvoalbúmina); una proteina buffer de calcio que además sirve como marcador de algunas 
células  GABAérgicas. Se realizaron conteos celulares y análisis densitométricos. En la 
corteza cerebral motora se demostró aumento significativo en la Glu-ir y pérdida de 
GABA-ir por las dos vías de inoculación, pero en la corteza somatosensorial los resultados 
fueron contrarios. En las folias del cerebelo se halló aumento de Glu-ir en la capa granular 
así como aumento de PV-ir y pérdida de GABA-ir en la capa molecular, sólo después de la 
inoculación intramuscular. Los resultados fueron similares en los núcleos profundos. La 
inoculación intracerebral del virus no provocó cambios de inmunorreactividad para GABA, 
Glu, y PV en ninguna de las áreas del cerebelo. Aunque el estudio de PV no hacía parte de 
los objetivos permitió realizar diversas interpretaciones entre ellas el establecer que la 
expresión de la proteína aumenta como respuesta al aumento del glutamato y la pérdida de 
GABA, por otro lado con este trabajo se ilustra por primera vez que que el virus de la rabia 
afecta el metabolismo de GABA y el glutamato de manera antagónica y que los efectos 
varían según la ruta de inoculación y el área encefálica evaluada. 
 




Rabies is a viral disease that induces changes in neuronal function. These changes induce 
alterations in the metabolism of neurotransmitters. Clinical signs of rabies indicate that the 
system could affect GABA-glutamate and, therefore, the balance between inhibition and 
neuronal excitation. The aim of this study was to evaluate the immunoreactivity of 
GABAergic and glutamatergic neurons in the cortex and cerebellum of mice infected with 
rabies through two routes of inoculation. Adult mice were inoculated intramuscularly and 
intracerebrally with CVS rabies virus, in the terminal stage of disease were anesthetized 
and sacrificed by perfusion with paraformaldehyde and glutaraldehyde. In vibratome 
sections were obtained and processed for immunohistochemistry with anti-Glu (glutamate), 
anti-GABA and anti-PV (parvoalbúmina), a calcium buffer protein also serves as a marker 
of GABAergic cells. Cell counts were performed and densitometric analysis. In the motor 
cortex showed significant increase in the Glu-ir and loss of GABA-ir by both routes of 
inoculation, but in the somatosensory cortex results were contrary. In the cerebellar folia 
was found increased Glu-ir in the granular layer and increased PV-ir and GABA-ir loss in 
the molecular layer, only after intramuscular inoculation. The results were similar in the 
deep nuclei. Intracerebral inoculation of virus did not cause changes in immunoreactivity 
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for GABA, Glu, and PV in any area of the the cerebellum. Although the study of PV was 
not part of the objectives allowed for different interpretations including establishing that the 
protein expression increases in response to increased glutamate and GABA loss, on the 
other side with this work is illustrated for the first time the rabies virus affects the 
metabolism of GABA and glutamate in an antagonistic manner and that the effects vary by 
route of inoculation and the brain area evaluated. 
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La rabia continúa siendo un problema de salud pública y a pesar del alto impacto en la 
salud son pocos los estudios dirigidos a esclarecer los mecanismos de su patogénesis; esto 
se debe entre otros, a la falta de integración de virólogos y neurocientíficos y al hecho de 
que la enfermedad afecte principalmente los países en desarrollo (1). 
 
La infección rábica es producida por un virus neurotrópico cuyo blanco principal es el 
sistema nervioso central (SNC) (2). Esta enfermedad genera cambios morfológicos 
mínimos, que no reflejan la magnitud de los signos clínicos observados en la patología. La 
aparente falta de alteraciones morfológicas en los tejidos infectados, ha hecho que algunos 
autores consideren que la letalidad producida en la rabia, se puede atribuir a modificaciones 
en los sistemas de neurotransmisión y a otros cambios bioquímicos (3,4). 
 
Se cree que los cambios bioquímicos puntuales producidos durante el desarrollo de la 
infección,  pueden impactar severamente la función neuronal (3,5,6). Esta hipótesis es 
coherente porque se ha comprobado que modificaciones pequeñas en el componente 
bioquímico neuronal afectan por completo la respuesta cerebral (7). 
 
Los síntomas observados en el periodo prodrómico (periodo de síntomas observados que 
dificultan determinar la patología del huésped) de la rabia indican que se puede afectar la 
función del sistema GABAérgico, como lo han demostrado algunos autores (8,9). El 
GABA (ácido gamma-amino-butírico) y el glutamato comparten ciclos metabólicos a nivel 
cerebral, así que los efectos sobre uno de los dos aminoácidos podrían reflejar alteraciones 
en el otro (10,11). 
 
Existen muy pocas investigaciones dirigidas a esclarecer el papel del sistema GABA-
glutamato en la patología rábica (3,6,8,9,12,13). En nuestro grupo se han evaluado los 
efectos de la rabia sobre la inmunorreactividad de tres proteínas de enlace del calcio 
presentes en células GABAérgicas y del neurotransmisor GABA, en la corteza frontal de 
ratones inoculados con el virus por vía intramuscular (IM) (9,13). En el roedor esta corteza 
cumple funciones motoras (1) y resulta ser una zona de interés porque los ratones 
inoculados con virus por vía IM desarrollan rabia paralítica, una de las formas en que se 
manifiesta la enfermedad (14,15). Otra área del encéfalo que puede afectarse durante el 
desarrollo de la enfermedad rábica es el cerebelo, un área que también regula el 
movimiento pero no se han realizado estudios in vivo sobre el rol del virus rábico en sus 
sistemas de neurotransmisión. 
 
Algunos estudios indican que durante la infección rábica pueden  ocurrir alteraciones en el 
balance  de inhibición y excitación neuronal, con una tendencia al estímulo despolarizante 
(3,7,12,16,17,18). Basándose en esta hipótesis, se han reportado dos casos controvertidos 
de pacientes sintomáticos que sobrevivieron a la enfermedad rábica, cuya esquema 
terapéutico incluyó la inducción del coma con el uso de antagonistas glutamatérgicos y 
agonistas GABAérgicos; esta terapia se denominó protocolo de Milwaukee (8,19). Otros 14 
pacientes tratados con procedimientos similares no mostraron resultados satisfactorios y 
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fallecieron, por lo que no se ha aceptado el protocolo de inducción del coma como una 
alternativa del tratamiento para el paciente con rabia (19,20).  
 
No, obstante el protocolo de Milwaukee no debe ser ignorado, a pesar de la falta de 
replicación, debido a  la importancia que puede tener el sistema GABA-glutamato en la 
patogénesis de la rabia. Este hallazgo al igual que lo obtenido en otras investigaciones 
sobre rabia, reflejan la gran necesidad de aumentar los estudios del virus rábico en modelos 
animales.  
 
Existen pocos estudios sobre los efectos del virus rábico en el sistema nervioso in vivo y 
aún menos que asocien los efectos del virus con alteraciones en los sistemas de 
neurotransmisión (3,4,6,8,12,13), además gran parte de las investigaciones experimentales 
en rabia se han realizado en animales inoculados por vía intracerebral (IC) o en cultivos 
neuronales (6), lo que aumenta la necesidad de realizar más ensayos in vivo a través de la 
inoculación intradérmica o intramuscular, unas rutas más cercanas a las condiciones 
naturales en que ocurre la infección (21).  
 
En este trabajo se evaluó la distribución de neuronas inmunorreactivas a GABA y 
glutamato en la corteza y el cerebelo de ratones inoculados por dos vías distintas de 
infección, porque son escasos los reportes sobre la inmunorreactividad de los dos 
aminoácidos en el modelo murino. Nuestro objetivo fue determinar si existen efectos 
diferentes sobre los neurotrasnmisores según la vía de infección y si estas diferencias se 
reflejan en algunos signos clínicos observables durante el desarrollo de la enfermedad. Los 
resultados aquí obtenidos contribuyen con parte del enfoque neurocientífico que se requiere 
para el estudio de la rabia y se suman a las pocas investigaciones  que simulan las 
condiciones naturales de la infección, como lo son el modelo animal y la inoculación 
periférica.  
2. MARCO TEÓRICO 
2.1 Estructura de la corteza cerebral 
La corteza cerebral es una estructura de alta complejidad, representada por una lámina de 
sustancia gris (cuerpos de neuronas y glia) que cubre los hemisferios cerebrales (22). Esta 
lámina contiene un área superficial aproximadamente de 2600 cm
2
 y un espesor de 3-4 mm 
(23) compuesto por dos poblaciones neuronales: las neuronas piramidales y las 
interneuronas. Las neuronas piramidales representan el 70% del total de las neuronas 
corticales y sus axones pueden emerger desde la sustancia gris cortical llegando a sitios 
distantes en el hemisferio contralateral, el tallo cerebral o, inclusive, a la médula espinal 
(1,24). Las interneuronas alcanzan entre el 20 al 30% de las neuronas en la corteza y se 
conocen también como células de axón corto, puesto que sus axones no salen de la 
sustancia gris; su blanco principal son las neuronas piramidales vecinas (25).  
 
La estructura histológica del neocortex es similar, por lo menos en las especies 
comúnmente utilizadas para estudios de neurobiología (roedores, carnívoros, primates y en 
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el humano) la misma en todos los mamíferos, pero la población de interneuronas aumenta 
entre más alto sea el nivel en la escala filogenética (26). Entre los tipos de interneuronas se 
tienen siete como las más comunes: Células en candelabro, células en cesta, células de 
‘doble bouquet’, células de Martinotti, células horizontales de Cajal-Retzius, células 
bipolares (fusiformes) y células neurogliaformes (26,27) (figura 1). Las neuronas 
piramidales sintetizan el glutamato (28), el neurotransmisor más importante de la corteza 
cerebral, mientras que las interneuronas sintetizan GABA (28,29), excepto las células 
espinosas estrelladas de la capa IV que también son glutamatérgicas (30).
Ontogénicamente se puede hablar de tres tipos de corteza la arquicorteza compuesta por el 
hipocampo y fascia dentata o girodentado; la paleocorteza o corteza olfativa y la isocorteza 
o neocorteza compuesta por seis capas enumeradas I-VI (figura 1) o láminas que se pueden 
observar en plano coronal (22). Existen características comunes que se repiten en todas las 
áreas corticales de los mamíferos tales como la proporción entre células piramidales y 
estrelladas (31) y los circuitos básicos en que interactúan las neuronas. (30). 
 
La capa I es la capa más superficial, se caracteriza por poseer proyecciones de neuronas 
piramidales y fusiformes, los pocos cuerpos celulares en su mayoría corresponden a 
neuronas horizontales de Cajal (26,32) (figura 1). 
 
La capa II presenta células piramidales de pequeño tamaño que se caracterizan por poseer 
una dendrita apical de corto tamaño. El axón de estas neuronas es largo y atraviesa las 
capas más profundas de la corteza sin abandonarla (28). En algunas ocasiones estos axones 
también pueden atravesar el hemisferio contralateral haciendo parte de las fibras callosas 
(22,28). En la capa II también se encuentran un gran número de células estrelladas o 
multipolares como células en cesta, en candelabro, neurogliaformes y bipenachadas (27, 
26) (figura 1). 
 
La capa III está conformada por células piramidales medianas. Las dendritas apicales de 
estas células ascienden hacia la capa molecular I y sus axones penetran a la sustancia 
blanca (fibras nerviosas mielinizadas) como fibras de asociación o comisural conformando 
el cuerpo calloso (23). Las dendritas de las capas II y III hacen contacto con la capa IV (23) 
(figura 1). 
 
La capa IV posee dos tipos de neuronas: neuronas estrelladas cuyas dendritas están 
distribuidas solo dentro de la misma capa y neuronas espinosas estrelladas, células de axón 
corto cuyas ramas dendríticas pueden ascender hasta la capa I (32), pero su mayor 
proyección axonal es hacia la capa III (25). Las células espinosas estrelladas sintetizan 
principalmente el glutamato a pesar de pertenecer al grupo de interneuronas (30) (figura 1). 
 
La capa V posee células piramidales medianas y grandes, cuyas dendritas ascienden hacia 
la capa molecular. Estas células se encuentran intermezcladas con unas pocas células 
estrelladas (26) y células de Martinoti; células que también son estrelladas pero que 
comúnmente se encuentran confinadas hacia las capas V y VI de la corteza (24, 27). Los 
axones de las neuronas piramidales de la capa V abandonan la corteza como fibras de 






Figura 1. Representación de láminas corticales en la neocorteza. 
(1) Neurona piramidal de la capa 5; (2)  Interneurona de Martinnotti, haciendo contacto con la capa I; (3) 
Inrteneurona en candelabro, célula en donde el axón  hace  contacto con el segmento inicial del axon de una 
neurona piramidal; (4) Interneurona en cesta, célula en la cual los axones hacen contacto alrededor del soma 
de la célula priramidal; (5) Interneurona de cajal, célula que se ubica exclusivamente en la capa I y cuyos 
axones hacen contacto con la dendrita apical de la neurona piramidal; (6)  interneurona bipenachada, célula 
que hace contacto con las ramas colaterales de la dendrita apical; (7) Neurona piramidal de la capa VI con 
morfología fusiforme; (8) Interneurona neurogliaforme, célula estrellada de axón corto  que no sale de la 
lámina cortical; (9) Interneurona espinosa estrellada, único grupo de interneuronas glutamatérgicas. Adaptado 
de referencias (22,25,28,32) 
 
 
La capa VI posee un gran número de neuronas de forma variada, entre las que predominan 
células fusiformes y piramidales (26), y está atravesada por gran número de axones 
aferentes a la corteza cerebral o salen de ella como fibras eferentes (32,25). Las dendritas 
de algunas de las células de esta capa ascienden hasta la lamina IV y sus axones abandonan 
la corteza como fibras de proyección corticotalámicas (28) (figura 1). 
 
La corteza cerebral recibe tres clases de fibras conocidas como fibras aferentes, 
provenientes de áreas distintas a la corteza; fibras intracorticales que se originan en la 
misma área cortical y fibras de asociación provenientes de otras áreas corticales (32). Las 
fibras aferentes provienen de los núcleos de la base, tálamo, claustro, sustancia innominada, 
locus coeruleus, área tegmental ventral, y núcleos del rafe, (33,24). En diferentes especies 
(ratón, rata, gato y mono) se observa  que las fibras aferentes talamocorticales llegan 
principalmente a la capa IV y a la parte inferior de la capa III. Un gran número de sinapsis 
provenientes del tálamo establecen contactos con las neuronas estrelladas espinosas de la 
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capa IV y también con las dendritas basales y apicales de las neuronas piramidales de las 
capas III, V y VI (24,28).  
 
A pesar de que son más las conexiones corticotalámicas se describen con mayor frecuencia 
las tálamocorticales debido a que el tálamo provee el enlace de los aferentes sensoriales a 
través de los núcleos de relevo y canaliza las influencias motoras desde áreas subcorticales 
tales como el globo pálido y el cerebelo, a través de los núcleos de asociación (34). Los 
núcleos de tálamicos de relevo reciben aferencias de áreas subcorticales y envían fibras 
hacia la capa IV de la corteza portando información sensorial excepto la del olfato (24). Los 
núcleos de asociación reciben aferencias de áreas corticales y de otros núcleos talámicos y 
envían sus proyecciones hacia las capas I, III y VI de la corteza (35).  
 
El modelo básico de conectividad intracortical comúnmente aceptado que puede extenderse 
a todas las áreas de recepción (somatosensorial, auditiva y visual) se resume así: La entrada 
principal o aferente se realiza principalmente sobre las neuronas de la  capa IV e inferiores 
de la III (23), sin embargo las aferentes talámicas también se proyectan en las capas I, III y 
VI (35). Las células de la capa IV proyectan hacia las capas II y III, y éstas últimas lo hacen 
hacia la capa V. Las neuronas de la capas V se proyectan hacia las capas II, III y IV, pero 
las capa VI solo logran ascender hasta la capa IV (22, 23). Las neuronas de la capa V 
proyectan al estriado, tronco del encéfalo, a la médula espinal y al tracto piramidal y las de 
la capa VI al tálamo y otras áreas subcorticales (23), (figura 1). Esto quiere decir que la 
corteza cerebral se conecta directamente con todas las áreas del SNC excepto con el 
cerebelo con el cual se contacta de manera indirecta a través del tallo cerebral (34).  
 
La población no neuronal que también hace parte del SNC y por ende de la corteza cerebral 
se denomina neuroglia; aquí se tienen cuatro poblaciones celulares: microglia, 
oligodendrocitos,  células ependimales y astrocitos (36).  
 
Las células de la microglia se encuentran dispersas en el tejido nervioso haciendo contacto 
con neuronas, vasos sanguíneos y otras células gliales. A la microglia se le atribuyen 
funciones de fagocitosis, liberación de toxinas, muerte de células vecinas y secreción de 
factores de crecimiento astrocítico, por tal razón, se afirma que las células microgliales 
tienen una función equivalente a los macrófagos presentes en otras partes del cuerpo (37).   
 
Los oligodendrocitos son las células que componen y forman la mielina a nivel del SNC, 
pero también son células satélite que se encuentran a nivel perineural, contribuyendo con la 
preservación del microambiente neuronal. Estas células pueden expresar receptores para 
glutamato tipo no NMDA (AMPA y Kainato) y además la enzima glutamina sintetasa 
encargada de trasformar el glutamato a glutamina (38), un aminoácido implicado en el ciclo 
glutamina-glutamato-GABA.  
 
Existen las llamadas células NG2 o precursoras de oligodendrocitos, cuyo nombre se 
atribuye a la presencia del proteoglicano NG2 también conocido como CSPG4. Estas 
células son muy ramificadas por lo que también se denominan polidendrocitos (39). En 
condiciones in vitro, las células NG2 pueden ser totipotentes y diferenciarse en astrocitos o 
neuronas según las condiciones del medio (40,41). Los polidendrocitos se encargan de 
regenerar la mielina en axones regenerados; se diferencian a oligodendrocitos u otras 
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células, pero algunos de ellos permanecen en el SNC en desarrollo y en el adulto, haciendo 
parte de la sustancia gris y la sustancia blanca, razón por la que algunos autores la 
consideran otro tipo de célula glial (41).  
 
Las células ependimales recubren el sistema ventricular, forman parte del epitelio del  plexo 
coroideo en donde se produce el líquido cefalorraquideo. Estas células ayudan al 
intercambio de metabolitos entre el líquido cefalorraquídeo y los espacios extracelulares del 
encéfalo y la médula espinal (26), su disfunción puede causar alteraciones en el líquido 
cefalorraquídeo  y por ende en la función cerebral (42).  
 
Los astrocitos se clasifican en protoplasmáticos y fibrosos, los primeros se encuentran 
vecinos a la sustancia gris (cuerpo neuronal) y los segundos a la sustancia blanca (axones) 
(26,36). Los astrocitos son células excitables cuyo potencial de membrana está sujeto a 
cambios en la concentración del calcio intracelular (36,43). Estas células juegan un papel 
importante en la sinapsis participando en la modulación de la excitación neuronal (sinapsis 
tripartita) y en los ciclos bioquímicos de la síntesis de neurotransmisores (43). En cultivos 
celulares se ha demostrado que los astrocitos y oligodendrocitos expresan receptores de 
glutamato; esto corrobora un papel más activo de la glia en la fisiología sináptica (38,44).  
2.2 Estructura y función del cerebelo  
Aunque el cerebelo pesa en promedio apenas el 10% del encéfalo contiene 
aproximadamente la mitad de neuronas del sistema nervioso. Su función esta asociada 
principalmente a la ejecución y retroalimentación de señales (45) relacionadas con la 
programación y ejecución del movimiento (46). Anatómicamente se encuentra alojado en la 
fosa craneana posterior en donde forma con el puente y el bulbo raquídeo (componentes del 
tallo cerebral) el techo del cuarto ventrículo (figura 2). El cerebelo se comunica con el resto 
del encéfalo a través a través de tres pedúnculos (fibras nerviosas) denominados pedúnculo 
inferior, medio o pontino y superior (26,46).  
  
Macroscópicamente en el cerebelo se logra apreciar una zona central o vermis rodeado por 
dos estructuras denominadas hemisferios (47). Tanto el vermis como los hemisfereos se 
dividen en tres lóbulos orginados por dos cisuras anterior y posterior separados por la fisura 
primaria y el lóbulo floculonodular separado por la fisura posterolateral (Figura 3) 
(45,47,48,49). Los lóbulos cerebelares están subdivididos en lobulillos o folias. Tanto en 
aves como en mamíferos se logran ubicar 10 folias en dirección rostrocaudal enumeradas 







Figura 2. Cerebelos cortados en un plano sagital.  
(a) Cerebelo de humano; (b) Reconstrucción de varias fotografías mediante el programa Mosaic J de un corte 
de 50 m de espesor de cerebelo de ratón coloreado con azul de metileno y ácido pícrico (10x). En la imagen 
se nota el gran parecido entre el cerebelo de ratón y de humano; son evidentes las 10 folias cerebelares 
excepto en las subdivisiones a y b de la folia VII que no existen en ratón. Pc, pedúnculo cerebral; As, 
acueducto de Silvio; Pc, plexo coroideo; 4v, cuarto ventrículo; Np, núcleos profundos. Imagen (a) modificada 
de referencia 49.  
 
Figura 3. Esquema de una vista dorsal del cerebelo que representa una reconstrucción en dirección 
rostrocaudal.  
La estructura natural requiere ser desenrrollada para lograr visualizar todos los lóbulos simultaneamente. En 
color verde se delimita el vermis, en azul la parte intermedia de los hemisferios, en naranja la parte lateral y 
en rojo la fisura primaria. Fp, fisura posterolateral; Lf, lóbulo floculonodular. Adaptado de referencias 47 y 
48. 
 
El lóbulo X o lobulo floculonodular se denomina arquicerebelo, por ser el más antiguo en la 
escala evolutiva,  los lóbulos I, V y VIII, IX se denominan paleocerebelo y los lóbulos VI y 
VII conforman el neocerebelo que alcanzan su máximo desarrollo en los primates (45). 




floculonodular o arquicerebelo recibe aferencias vestibulares primarias y envía 
proyecciones a los núcleos vestibulares externos. Su función se limita a controlar el 
equilibrio y los movimientos del ojo (46). El vermis recibe señales auditivas, visuales 
somatosensoriales y vestibulares de la cabeza y partes proximales del cuerpo y envía sus 
señales a través del núcleo fastigial a regiones de la corteza y tronco cerebral (46). Estas 
proyecciones dan origen a los sistemas descendentes centrales que controlan los músculos 
proximales y extremidades del cuerpo. La parte intermedia de los hemisferios recibe 
aferencias somatosensitivas de las extremidades y envía sus señales a través del núcleo 
interpuesto (emboliforme más globoso) a los sistemas corticoespinal y rubroespinal para 
controlar los músculos más distales de las extremidades. Como el vermis  y la parte central 
de los hemisferios son las únicas zonas que reciben señales de la médula constatemente se 
denominan espinocerebelo (45). 
 
Las partes laterales de los hemisferios y el vermis superior en el lóbulo posterior se 
denominan o constituyen el pontocerebelo, y recibe aferencias desde los núcleos pontinos 
contralaterales (26). Las zonas laterales reciben señales desde la corteza a través del puente 
por lo que se denomina cerebrocerebelo y también recibe aferencias desde el núcleo 
dentado (46).  
 
La anatomía interna del cerebelo exhibe una corteza o capa superficial de sustancia gris y 
una de sustancia blanca central en donde se hallan incrustados cuatro pares de núcleos: 
fastigiado, globoso, emboliforme y dentado (figura 2) (26). Estos núcleos están 
conformados por grupos de neuronas GABAérgicas, glicinérgicas y glutamatérgicas (50, 
51) que reciben aferencias desde la corteza cerebelar y que a su vez envían proyecciones 
hacia el tallo cerebral y al tálamo (45). Las proyecciones glutamatérgicas de los núcleos 
profundos se conectan con el tálamo y el núcleo rojo y las glicinérgicas con regiones 
ipsilaterales del tallo cerebral. Las eferencias GABAérgicas de los núcleos cerebelares 
establecen señales de retroalimentación con la oliva inferior. Los núcleos profundos reciben 
en su mayoría aferencias GABAérgicas de las células de Purkinje y glutamatérgicas de las 
ramas colaterales de las fibras musgosas y trepadoras (50,52).  
 
En la corteza cerebelar se distinguen tres estratos corticales: La capa externa molecular, la 
capa intermedia o capa de células piriformes también llamadas de Purkinje y la capa 
profunda o capa de células gránulo (figura 4). La capa molecular contiene dos tipos de 
interneuronas GABAérgicas de tamaño pequeño conocidas como células en cesta y células 
estrelladas; gran parte de su neuropilo está formado por las dendritas de las células de 
Purkinje y por fibras aferentes de capas subyacentes, especialmente las fibras paralelas y las 
fibras trapadoras (48). Los axones de las células en cesta rodean a los somas de las células 
de Purkinje y los axones de las células estrelladas hacen contacto con su árbol dendrítico 
(53). La capa intermedia está conformada por las células de Punkinje; estas son 
GABAérgicas y son las únicas células de proyección de la corteza cerebelar pero sus 
proyecciones llegan sólo hasta los núcleos profundos (44,54). La capa granular, como su 
nombre lo indica, está densamente ocupada por las células gránulo; otros tres tipos de 





Las células grano son glutamatérgicas y su axón amielínico asciende hasta la capa 
molecular, se bifurca en T por arriba de los somas de las células de Purkinje dando origen a 
las denominadas fibras paralelas (45,48) (figura 4). Las células de Lugaro se encuentran 
justo por debajo del soma de las células de Purkinje, su axón asciende hasta la capa 
molecular y probablemente hace contacto con los somas y dendritas de las células 
estrelladas y células en cesta, mientras que las dendritas se extienden horizontalmente sobre 
la capa de las neuronas de Purkinje (53). Las células en cepillo se encuentran distribuidas 
en los lóbulos I, IX y X de los mamíferos (45) son glutamatérgicas (53) y su blanco 
principal son las fibras musgosas y lás células gránulo (54). Las células de Golgi son 
GABAérgicas y glicinérgicas, éstas envían su dendrita a la capa molecular y su axón 




Figura 4. Descripción de la corteza cerebelosa. 
(a) Esquema de la corteza cerebelosa en donde se aprecian las tres capas corticales, el glomérulo cerebelar y 
las fibras trepadoras y musgosas (adaptado de referencia 46). (b) Corte sagital de cerebelo de ratón que exhibe 
neuronas de Purkinje (conector angular flecha) reveladas mediante inmunohistoquímica para calbindina 
coloreada con diaminobencidina (DAB). Es notable la arborización dendrítica dentro de la capa molecular, 
40X. (c) Corte sagital de cerebelo de ratón que muestra las capas corticales: estrato molecular (arriba), 
neuronas de Purkinje (conector angular flecha) y células gránulo (flecha roja). Coloración de ácido pícrico, 
fucsina ácida y azul de toluidina, 20X.  
  
c a b 
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Los principales grupos de fibras que recorren el cerebelo son: fibras paralelas, fibras 
musgosas y fibras trepadoras (figura 4). Las fibras paralelas mencionadas anteriormente, 
poseen un axón que atraviesa el campo de las dendritas de aproximadamente 450 células de 
Purkinje (26), pero que también hacen contacto con las células en cesta y las células 
estrelladas del estrato molecular. Las fibras musgosas provienen de los núcleos de la 
médula espinal y del tronco encefálico y llevan información tanto de la periferia como de la 
corteza cerebral. Estas fibras hacen contacto con las dendritas de las células gránulo y con 
los axones de las células de Golgi conformando una estructura llamada glomérulo cerebelar 
(figura 4) (26,48). Las fibras trepadoras se originan en el núcleo de la oliva inferior y hacen 
contacto con las dendritas proximales y somas de las neuronas de Purkinje, cada célula de 
Purkinje hace contacto con una a diez fibras mientras que cada fibra hace contacto con  diez 
neuronas de Purkinje (55,46).  
 
La población no neuronal del cerebelo la componen los astrocitos de la capa granular y 
molecular, los oligodendrocitos de la capa granular y la glia radial de Bergmann, el tipo de 
cálula glial más abundante en la corteza del cerebelo (56). Estas células sitúan su soma 
entre el cuerpo de las células de Purkinje y se ha calculado que existen ocho células gliales 
de Bergman por cada célula de Purkinje (48,56). La glia de Bergman interacciona con los 
neurotrnansmisores del SN a través de receptores y trasnportadores y puede incrementar su 
expresión de GFAP frente algunos eventos neurotóxicos.  
2.3 Metabolismo y función del sistema GABA-glutamato 
El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC de los mamíferos (57, 
58,59). Participa en diversos procesos fisiológicos tales como la respiración celular, los 
actos reflejos, el neurodesarrollo, la nocicepción y la plasticidad neuronal (60,61). El 
glutamato en la mayoría de sus sinapsis produce efectos excitatorios al actuar sobre 
receptores ionotrópicos (proteínas que conforman un canal receptor de iones) denominados 
iGlu que a la vez se subdividen en receptores N-metil-D-aspartatotipo también conocidos 
como receptores NMDA y no NMDA como el kainato y el ácido α-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionico también denominados recptores AMPA y Kainato. 
(62,63,64). Otro grupo de receptores sobre los que actúa el glutamato son los receptores 
metabotrópicos mGlu (receptores que actúan acoplando una proteína G), una familia 
compuesta por ochos subtipos denominados mGlu1-8; estos receptores ayudan a modular 
los efectos producidos sobre los receptores ionotrópicos produciendo señales tanto 
inhibitorias como excitatorias (60).  
 
El GABA es el mayor inhibidor neuronal y, paradójicamente, se sintetiza a partir del 
glutamato. Su función es modular la excitación neuronal (65) facilitando el balance 
correcto entre la inhibición y la excitación (36). El GABA realiza su acción inhibitoria a 
través de la interacción con los receptores ionotrópicos GABAA y GABAC y con el 
receptor metabotrópico GABAB.  Al igual que los receptores metabotrópicos de glutamato, 
el GABAB, regula la acción ejercida por  los receptores ionotrópicos de GABA (66).  
 
El gutamato y el GABA son los dos neurotransmisores más importantes del SNC; son los 
responsables del 90% de la transmisión sináptica (67). Los principales receptores 
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ionotrópicos de glutamato implicados en la transmisión sináptica rápida son el AMPA y el 
NMDA y para GABA el GABAA. Los receptores mGlu modulan los efectos de los tres; por 
ejemplo,  la activación de los receptores del grupo mGlu I pueden producir la liberación de 
glutamato desde sinaptosomas cerebrocorticales y desde la corteza parietal de ratas en 
movimiento, mientras que los del grupo mGlu II pueden incrementar los niveles de GABA 
a nivel hipocampal en ratas gerbil (68). La correcta actividad cerebral se define por el 
balance preciso entre la excitación y la inhibición; las alteraciones del mismo se encuentran 
asociadas con varias patologías del sistema nervioso. 
 
Distintos estudios in vitro indican que los astrocitos pueden tener receptores ionotrópicos y 
metabotópicos de glutamato (36,69), así como receptores de GABA, GABAA y GABAB y 
las enzimas GAD 67 (glutamado descarboxilasa)  y GABA-T (GABA-transaminasa) (70). 
Se ha observado que la inoculación de cultivos de astrocitos con AMPA, Kainato y 
Quisqualato (agonistas glutamatérgicos) producen efectos despolarizantes (71,72) y que la 
que la aplicación de glutamato y GABA incrementan el calcio intracelular tanto en cultivo 
de astrocitos como en rodajas cerebrales (43). El aumento del calcio astrocitario puede 
deberse a la acción de GABA y glutamato sobre grupos de receptores que comúnmente se 
encuentran en las neuronas, sin embargo, este efecto no se ha podido comprobar in vivo o 
en rodajas cerebrales dado que famacológicamente no se pueden distinguir los receptores 
gliales de los neuronales con excepción  de la proteína de unión a kainato aislada y 
caracterizada en la glia de Bergmann del cerebelo de pollo (73).   
 
Como todos los neurotransmisores, el GABA y el glutamato son liberados al espacio 
sináptico mediante un proceso de  exocitosis, un mecanismo que requiere de un umbral de 
calcio intracelular y de la acción de las proteínas SNARE del ingles (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein receptors). Estos son polímeros 
involucrados en el tráfico vesicular que participan en la fusión de la vesícula portadora del 
neurotrasmisor con la membrana celular (74).  
 
Se creía que la liberación del glutamato mediante exocitosis era un proceso exclusivo de las 
neuronas pero los astrocitos también pueden liberar el glutamato de una manera 
dependiente de calcio y de las proteínas SNARE; tres de estas proteínas se encuentran en 
los astrocitos: la sinaptobrevina II (VAMP), la sintaxina y SNAP-23, (75). En cultivos de 
astrocitos se ha comprobado que la incubación con fármacos bloqueadores de las proteínas 
sinaptobrevina II o sintaxina disminuye o bloquea la liberación del glutamato glial (76). El 
GABA también puede ser liberado por los astrocitos (70) de una manera dependiente de 
calcio, pero los mecanismos de liberación pueden ser diferentes a los postulados para 
glutamato.  La incubación de cultivos de astrocitos con inhibidores de los trasportadores de 
recaptura de GABA, GAT-1, GAT-2 y GAT-3 inhibe la liberación de GABA y la 
incubación de astrocitos con glutamato o con agonistas del receptor NMDA aumenta la 
liberación de GABA y la concentración intracelular de calcio; tal efecto es bloqueado con 
acido 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetico un quelante del calcio 
conocido como BAPTA. Por esta razón no debe descartarse el término de gliotransmisores, 
pero este es un tema que aún genera controversia (70).  
 
La síntesis de aminoácidos cerebrales y de neurotransmisores se realiza gracias al ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos (TCA) del ingles tricarboxylic acid cycle, el cual suple los 
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metabolitos necesarios para su formación (77) a través de reacciones de anaplerosis, 
(78,79). La glutamina, un aminoácido no esencial, es el principal precursor del glutamato 
en el cerebro y el cerebelo y en menor proporción la glucosa (80,81,82,83,84), pero la 
lutamina y el glutamato son incapaces de atravesar la barrera hematoencefálica por ello se 
requiere su síntesis dentro de las células del tejido nervioso a partir de los TCA (65). 
 
Las neuronas no poseen la enzima anaplerotica más activa del cerebro, la piruvato 
carboxilasa (PC) (85) y esto las inhabilita para realizar la síntesis de la glutamina, por el 
contrario, los astrocitos sí cuentan esta enzima por lo que suplen los requerimientos de 
glutamina neuronal a partir de intermediarios de los TCA. (65,84). La PC al igual que otras 
carboxilasas emplea CO2 y la coenzima biotina (vitamina B7-hidrosoluble) para llevar a 
cabo la conversión de piruvato a oxalacetato. Además, requiere del activador alostérico 
acetil-CoA, que a su vez actúa como un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa (PDH), una 
enzima que cataliza la conversión de piruvato hacia el acetil-CoA (86,87). La vía principal 
de la síntesis de glutamato y GABA se produce a partir del ciclo conocido como 
glutamato/GABA-glutamina que se puede resumir en nueve pasos descritos a continuación 
y que se ilustran en la figura 5.  
 
Al inicio del ciclo ocurre la captura de la glucosa por los astrocitos y la glicólisis para 
sintetizar el piruvato (paso 1) (81, 96, 97), seguida de la conversión a oxalacetato (paso2). 
Como ruta alterna se produce la síntesis de lactato en astrocitos a partir de piruvato por la 
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (paso 2a). (65,83,85,97). A continuación ocurre la 
síntesis de novo de glutamato en astrocitos a partir de los intermediarios de los TCA y la 
conversión a glutamina por acción de la enzima glutamina sintetasa (GS) (paso 3) (81). La 
glutamina es liberada hacia las neuronas glutamatérgicas para que ocurra la síntesis del 
glutamato mediante la enzima glutaminasa activada por fosfato (PAG) (paso 4), pero la 
síntesis también puede ocurrir a través de la transaminación de diferentes aminoácidos 
(paso 4a) sobre alfa-cetoácidos, gracias a la acción de distintas transaminasas 
citoplasmáticas o a la aminación directa del alfa-cetoglutarato por la enzima mitocondrial 
glutamato deshidrogenasa (GDH) (paso 4b). (84,88,99). El glutamato sintetizado se libera 
al espacio sináptico y se une a un receptor en la neurona postsináptica (paso 5), pero el 
glutamato que no se unió es reciclado por las neuronas GABAérgicas (paso 6) (101) o 
capturado por los astrocitos (paso 6a). Las neuronas GABAérgicas transforman el 
glutamato reciclado a GABA mediante la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) y el 
cofactor fosfato de piridoxal (paso 7), pero la síntesis de GABA también puede ocurrir a 
través de la glutamina liberada por los astrocitos y la captura por las neuronas 
GABAérgicas (paso 7a) (65,83,84). El GABA liberado al espacio sináptico se une al 
receptor (paso 8). El neurotransmisor que no interacciona con éste es reciclado por las 
neuronas GABAérgicas (paso9) o catálizado por los astrocitos a succinato, mediante la 
acción de las enzimas GABA transaminasa (GABA-T) y semialdehido succcinico 
deshidrogenasa (SSADH) (paso 9a). Finalmente, una vez se tiene el succinato, se comienza 
de nuevo el ciclo (65,77).  
 
La ruta del ciclo glutamina/glutamato-GABA sugiere que la activación de neuronas 
inhibitorias es seguida de la activación de neuronas excitatorias; prueba de ello es que el 
glutamato en su rol metabólico sea el principal precursor del GABA (65). Por otro lado, se 
cree que las neuronas GABAérgicas suplen sus requerimientos de producción de 
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neurotransmisor recapturando o reciclando frecuentemente el GABA y el glutamato (80) 
pasos 6 y 9 (figura5), mientras que las glutamatérgicas lo hacen principalmente a través de 
la conversión de glutamina a glutamato. (88).  
 
La recaptura de glutamato se lleva a cabo por los transportadores denominados EAAT1-5 
en el humano o GLAST/GLT-1/EAAC1/EAAT4/EAAT5 en roedores (89,90,91). Los 
transportadores para GABA presentan mayores variaciones entre especies respecto a los del 
glutamato y hasta el momento se han denominado GAT1-4 y BGT-1 (36). Las formas 
GAT1 y GAT-3 se expresan  en el SNC de rata, ratón y humano; BGT-1 se expresa tanto 
en el SNC como en el periférico, al igual que la forma GAT-2. La forma GAT-2 solo se ha 
localizado en rata y ratón y se tiene información de una secuencia muy similar en humano 
de la que aún no se conoce su función (92). Los trasportadores de GABA se expresan 
principalmente a nivel neuronal mientras que los de glutamato lo hacen en astrocitos 
(67). Esto soporta la hipótesis mencionada sobre la mayor recaptura neuronal del GABA 
respecto al glutamato, asi como el  hecho de que exista un gran número de trasportadores 
de glutamina asociados a neuronas glutamatérgicas (67).  
 
Cerca del 99% de los vasos sanguíneos del SNC están recubiertos por proyecciones 
llamadas “pies de astrocitos” que  poseen el transportador de glucosa GlUT1 de 55 KDa 
(96). Estas proyecciones  celulares permiten que los astrocitos tengan una alta posibilidad 
de utilizar la glucosa como fuente energética paso 1 (figura 5). Por otro lado, los pies de 
astrocitos hacen contacto con las neuronas específicamente en las áreas perisinápticas. Esta 
conexión y la presencia de los transportadores y receptores de los neurotransmisores hacen 
que los astrocitos puedan sincronizar la actividad neuronal con sus demandas energéticas 
(97,93).  
 
Se ha probado una alta correlación entre el metabolismo de la glucosa y la actividad 
glutamatérgica. La pérdida de glutamato refleja una pérdida de los intermediarios en el 
ciclo de los TCA (80) y esto se ha logrado cuantificar porque el glutamato se encuentra en 
equilibrio directo con el -cetoglutarato (101). En cultivos de astrocitos el uso de una 
concentración de glucosa 25mM produjo un incremento en el nivel de CO2 como señal del 
aumento en la actividad glicolítica, pero a concentraciones menores o iguales a 7,5mM de 
glucosa no se logró tal efecto (101). La actividad glicolítica no está determinada 
únicamente por la concentración de glucosa. Pellerin y colaboradores probaron en cultivos 





aumentó aproximadamente en 700 unidades luego de la adición de 500m de glutamato. 
Igualmente la adición de una concentración de 200 m de glutamato incrementó el lactato 
liberado al medio en 500 unidades (94).  
 
Existen otras investigaciones que corroboran los hallazgos de Pellerin. En un estudio se 
demostró que después de estimular las colaterales de Schaffler (proyecciones axónicas 
glutamatérgicas) en rodajas de hipocampo se produjo un incremento a nivel citosólico en la 
nicotinamida adenín dinucleótido en su forma reducida (NADH), señal interpretada como 
aumento de la glicólisis (101). En ratas despiertas se ha comprobado que cerca del 80% de 
la oxidación de la glucosa es utilizada en la interconversión glutamina-glutamato. En 
humanos se determinó que bajo anestesia con pentobarbital, en donde se inhibe fuertemente 
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la liberación de glutamato, disminuye el uso de glucosa entre un 50 a 70% (93). Esta es una 
prueba de la correlación entre la actividad de la glucosa y la actividad glutamatérgica, por 
lo que la síntesis del glutamato planteada en los pasos 4a y 4b de la figura 5, puede ocurrir 
en menor proporción respecto a la obtenida a través de la PAG (paso 4). Las evidencias 
hasta aquí planteadas, contrastan con el paradigma de la gran separación entre el rol 
metábolico y el de neurotransmisor del glutamato propuesto por distintos autores (95). 
 
Figura 5. Ruta  metabólica del ciclo glutamina-glutamato-GABA.  
Explicación página 29  
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Figura 5. Esquema que indica las rutas de síntesis de GABA y glytamato. (a) Neurona glutamatérgica y (b) 
célula astroglial. Los números solos indican las vías principales de síntesis y las  vías alternas que ocurren en 
menor proporción se señalan por los números con letra. Ace-CoA, acetil-CoA; Ala, alanina; ALAT, alanina 
aminotransferasa; a-KG = a-cetoglutarato; GDH = glutamato deshidrogenasa; Gln = glutamina; Glu =  
glutamato; GS = glutamina sintetasa; Lac = lactato; OAA = oxaloacetato; GAD = glutamato descarboxilasa;  
PAG = glutaminasa activada por fosfato; PC = pyruvate carboxylase; Pir = pyruvato; TCA = ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos; GABA-T = GABA transaminasa; SSADH = Semialdehido succínico deshidrogenasa; 
Suc = succinato. Figura adaptada a partir de referencias (77,80,83,84,85,96,97,98,99,100,101,102). 
 
En condiciones de normoxia, hasta el momento se acepta que el cerebro usa glucosa en sus 
dos compartimentos metabólicos (neuronas y glia) como principal fuente de energía  en 
forma de ATP (77). Durante la glucólisis, la glucosa es transformada a piruvato y éste 
puede tomar varios rumbos según sean las condiciones metabólicas del momento. El 
piruvato puede ser convertido a lactato en el citoplasma por acción de la enzima LDH. 
También puede convertirse en alanina por la enzima alanina aminotransferasa (ALT) y 
entrar en la matriz mitocondrial gracias al transportador de piruvato (77,103) y ser oxidado 
hacia Acetil-CoA, a través del complejo multienzimático de la piruvato deshidrogenasa, 
para hacer parte de los TCA. El piruvato en la mitocondria también puede ser carboxilado a 
oxalacetato, otro intermediario que participa en el ciclo de los TCA (86). 
 
A pesar de que se conocen los destinos que pueda tomar el piruvato, no existen referencias 
in vivo sobre cual sea el combustible principal que utilizan las neuronas durante su 
actividad en condiciones normales. En estudios de cultivos neuronales y de astrocitos con 
concentraciones fisiológicas de 1mM de lactato o glucosa, los astrocitos tienen una mayor 
preferencia por el uso de la glucosa para sus requeriemientos metabólicos mientras que las 
neuronas lo tienen por el lactato. (104,105). Por otro lado se ha determinado que durante la 
liberación de glutamato al espacio sináptico aumenta la expresión de transportadores de 
glucosa GLUT-1 presente en astrocitos y disminuye la de GlUT-3 presente en neuronas. 
Esta situación podría indicar que después de la activación neuronal se requiere de un 
sustrato diferente a la glucosa por parte de las neuronas, para ayudar a cubrir sus 
necesidades energéticas (104). 
 
Los hallazgos en estudios in vitro indican que el lactato puede ser  una fuente energética 
preferida por las neuronas respecto a la glucosa, sin embargo, es difícil pensar que tales 
resultados son extrapolables a lo que ocurre in vivo dado que el lactato no logra atravesar la 
barrera hematoencefálica y más aún en el cerebro adulto (106). En el recién nacido la 
disponibilidad de glucosa es mínima lo que provoca una carencia energética que es suplida 
por el lactato, un compuesto altamente oxidable en el metabolismo cerebral durante las 
primeras semanas de lactancia (107,108). Durante este periodo hay un mayor grado de 
permeabilidad en la barrera hematoencefálica y una mayor expresión de transportadores de 
monocarboxilatos respecto al cerebro del adulto (96).  
 





sobre cerebros de humanos con trauma cráneo encefálico y luego del análisis por NMR 
lograron  evidenciar la participación del lactato en la síntesis de los carbonos 2, 3 y 4 de la 
glutamina, así como de la 1-
13
C glucosa en la síntesis de los carbonos 2 y 3 del lactato,  
pero al evaluar el aporte de la glucosa hacia la síntesis de glutamina se notó que fue 
insignificante respecto al aporte del lactato (109).  Este estudio es una prueba in vivo muy 
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importante acerca del papel del lactato en el metabolismo neuronal del humano, por lo 
menos en condiciones anormales y al igual que los estudios in vitro contribuye con el 
soporte de la hipótesis denominada trasbordo del lactato entre astrocitos y neuronas 
(ANLSH),  del ingles the astrocyte-neuron lactate shuttle hypothesis.  
 
La ANLSH ha sido reconceptualizada por Pellerin y colaboradores. En resumen esta 
hipótesis indica que la glucosa cerebral es consumida principalmente por los astrocitos 
como respuesta a la liberación de glutamato, y una vez que la misma entra al astrocito se 
sintetiza en gran cantidad el lactato, liberándose hacia las neuronas, para suplir así sus 
requerimientos metabólicos (101). Pese a esto no existen evidencias experimentales de que 
en condiciones normales el lactato sirva como sustrato oxidable por las neuronas. Sólo se 
habla del uso del lactato cerebral en las primeras semanas de lactancia (107,108). Por esta 
razón, la ANSHL debe seguirse contemplando como una hipótesis o como una situación 
que puede presentarse en determinadas condiciones. 
 
El GABA y el glutamato tienen un rol metabólico y uno de neurotransmisor. Se cree que a 
nivel neuronal el GABA actúa en los dos roles (110). Al parecer casi un 50% del 
aminoácido participa en cada rol (111) mientras que el glutamato lo hace a través de tres 
roles: el de neurotransmisor, el metabólico neuronal como precursor de GABA y el 
metabólico glial como precursor de la glutamina (80,111). Los roles de GABA se han 
comprobado gracias al uso de dos tratamientos despolarizantes: excitación de pulsos de 
potasio y excitación con cocteles de agonistas del receptor NMDA. En los primeros se 
produce la liberación del GABA vesicular o del neurotransmisor y en los segundos del 
GABA citoplasmático o metabólico (110,111).  
2.4 Alteraciones y enfermedades asociadas con la disfunción del ciclo glutamina- 
glutamato-GABA 
Diferentes estudios indican que en condiciones patológicas se afecta el ciclo de los 
aminoácidos glutamina-glutamato-GABA así como el funcionamiento de los receptores 
para GABA GABAA y de glutamato tipo NMDA. Los receptores GABAA y NMDA juegan 
un papel crucial en la función neuronal y en condiciones anormales han sido ampliamente 
relacionados con alteraciones en el comportamiento y con mecanismos de degeneración y 
protección neuronal (112,113,114,115). El funcionamiento de estos receptores como de los 
ciclos de los aminoácidos se puede modificar por patologías propias del sistema nervioso, 
disfunciones metabólicas viscerales o agentes infecciosos que lo afecten de manera directa 
o indirecta (116). 
 
El buen funcionamiento del ciclo glutamina-glutamato-GABA permite, entre otras cosas, 
regular los niveles de amoniaco. El amoniaco se genera durante la degradación de la 
glutamina por la enzima PAG y  puede difundirse simplemente como NH3 a través de la 
membrana celular  o ser trasbordado como NH4 por moléculas transportadoras dentro y 
fuera de la misma  (10). También se cree que el amonio se difunde a través de acuaporinas, 
como se indica en un estudio en el que se determinó que el  tratamiento en cultivo de 
astrocitos  con cloruro de amonio incrementa la expresión de la acuaporina 4 (117). Otra 
alternativa al transporte de amoniaco es la que se lleva a cabo por aminoácidos no 
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neuroactivos como la alanina y la leucina (figura 5). Durante su síntesis capturan el 
amoniaco del glutamato y se dirigen hacia los astrocitos para suministrarlo a la síntesis de 
glutamina (84). 
  
Las alteraciones en los niveles de amonio pueden producir modificaciones en la regulación 
del ciclo glutamina-glutamato-GABA. Los pacientes con disfunciones en el ciclo de la 
úrea, enfermedad hepática u otras condiciones en que ocurra la hiperamonemia, presentan 
ataques de hiperexcitabilidad y edema cerebral. En el edema aumenta la presión 
intracraneal y la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, lo que permite el ingreso de 
elementos citotóxicos como el amonio (97,117). Los niveles de amonio en el plasma por 
encima de 1000 g/dl o 587 mol/L resultan fatales porque logran atravesar la barrera 
hematoencefálica y a concentraciones de amonio intracerebral de 500mol/L se inhibe la 
transmisión sináptica (118,119).  
 
En diferentes modelos experimentales de enfermedad hepática se han encontrado 
concentraciones de 500M/L en los niveles de amonio intracerebral (97,120). La 
inoculación en cultivos de astrocitos con concentraciones de amonio de 5 a 10mM produjo 
pérdida de la captación de glutamato y de los transportadores del neurotransmisor (EAAT1 
y EAAT2) (121). A estas mismas concentraciones se ha observado hinchamiento de los 
astrocitos (120), probablemente por sobreproducción de glutamina, puesto que el 
tratamiento con metionina sulfóxido (MSO) (inhibidor de la glutamina sintetasa), 
disminuye el hinchamiento de estas células gliales durante el edema cerebral (97,156).  
Bosman y colaboradores sometieron ratas a dos tratamientos por separado de isquemia y 
uremia. En los dos casos observaron incremento en la actividad del electroencefalograma 
(EEG), aumento de la concentración de los niveles de amonio intracerebral, pérdida de 
glutamato y aumento de la concentración de glutamina y de lactato, (122). La 
hiperamonemia no solo altera la síntesis y el transporte glutamatérgico durante la 
exposición aguda y crónica al amoniaco también afecta la función de los receptores 
NMDA, un receptor ionotrópico de glutamato cuya disfunción produce  deterioro cognitivo 
y fallas de tipo letal (123).  
 
El glutamato actúa a través de distintos grupos de receptores iGlu (ionotrópicos) y mGlu 
(metabotrópicos). La acumulación del glutamato en el espacio extracelular puede producir 
estimulación excesiva de los iGlu específicamente del tipo NMDA. El sobreestímulo de los 
receptores ionotrópicos por parte del glutamato o de sus agonistas activa canales de calcio 
que producen un incremento en la concentración del ion a nivel intracelular. El aumento 
exacerbado del calcio puede producir la muerte neuronal a través del fenómeno conocido 
como “excitotoxicidad” (124). Esta condición ha sido ampliamente relacionada con estados 
patológicos como  la isquemia, hipoxia y la epilepsia (113,125), así como con algunas 
enfermedades neurodegenerativas y del comportamiento como la corea de Huntington, 
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer (EA), esquizofrenia, dependencia a 
psicoactivos y el transtorno obsesivo compulsivo (TOC) (66,112,123,126). Los receptores 
de GABA del tipo GABAA están ampliamente asociados con el desarrollo de estas 
patologías y muchos de los mecanismos de disfunción neuronal se atribuyen a 




Contrario al glutamato la acumulación excesiva de GABA o de fármacos  GABAmiméticos 
en el espacio extracelular produce efectos benéficos en situaciones de disfunción neuronal 
al parecer por la mayor posibilidad de estimular los receptores GABAA (114,128). Tal es el 
caso de la tiagabina y el vigabatrin dos fármacos antiepilépticos y neuroprotectores, que 
actúan inhibiendo el transportador de GABA, GAT-1 y la enzima GABA transaminasa, 
respectivamente (127). 
 
Durante el desarrollo de la EA ocurre un deterioro cognitivo severo, atribuido entre otros a 
la disfunción de las neuronas colinérgicas del núcleo basal de Meynert (129, 130) y de las 
glutamatérgicas del hipocampo y la corteza (112). Ambos grupos neuronales pueden sufrir 
un desbalance en sus respuestas excitatorias ocasionado por alteraciones bioquímicas, como 
la disfunción en los receptores GABAA (131). Estos receptores ejercen una importante 
acción inhibitoria que ha sido ampliamente relacionada con el balance correcto entre la 
inhibición y la excitación  neuronal (132,133). 
 
En los pacientes con EA se ha encontrado disminución en la captación de los ligandos 
agonistas [H3]- flumazenil  y [H3]-GABA, baja expresión de las subunidades 1 y 5 de 
los receptores GABAA, así como de sus sitios de unión a benzodiacepinas. (112,131). En 
cuanto al ciclo glutamina-glutamato en la EA se observan cantidades elevadas de glutamina 
sintetasa (GS) (10), lo que indica una mayor síntesis de glutamina. Es posible que los 
pacientes con EA presenten alteraciones en los niveles de amonio cerebral y que la enzima 
glutaminasa se sobreexprese para lograr la detoxificación produciendo glutamina, como se 
mencionó en la encefalopatía hepática (134), o en otras situaciones de hiperamonemia 
(102).  
 
Durante la esquizofrenia se afectan muchas áreas cerebrales relacionadas con dominios 
cognitivos y comportamentales entre ellas la corteza, el hipocampo y el hipotálamo. En un 
estudio postmorten se encontró disminución de glutamato y aspartato en la corteza 
prefrontal de pacientes esquizofrénicos y reducción de glutamato en el hipocampo (135). 
Otros trabajos sobre esquizofrenia reportaron aumentos en el número de aferencias 
glutamatérgicas a nivel de la corteza del cíngulo, pérdida de neuronas no piramidales en la 
corteza prefrontal y en el hipocampo, y sobrexpresión de receptores GABAA (136). El 
aumento de fibras glutamatérgicas (excitatorias) podría ser la causa de la pérdida de 
neuronas no piramidales posiblemente GABAérgicas (inhibitorias), porque tales células son 
suceptibles a la excitotocicidad glutamatérgica, y al suceder ésto ocurre una disminución 
del tono GABAérgico corticolímbico por lo que la sobreexpresión de receptores GABAA 
resultaría siendo un efecto compensatorio (136).  
 
Bajo condiciones de isquemia se utilizan, significativamente GABA, glutamato y glutamina 
como agentes oxidantes para suplir los requerimientos energéticos. En un estudio en ratas 
sometidas a tratamiento de isquemia se demostró que luego de 1 y 24 horas de tratamiento, 
la cantidad de glutamato, glutamina y GABA extracelular aumentó significativamente de 1, 
94 y 3 mol/L a 200, 250 y 20mol/L respectívamente. Esto podría indicar que durante la 
isquemia puede aumentar la cantidad de aminoácidos disponibles para ser oxidados en el 
TCA como un efecto de neuroprotección o neurodegeneración (137). Otro aminoácido que 
puede contribuir con la neuroprotección es el lactato puesto que su biosíntesis aumenta 
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durante la isquemia, hipoglicemia o en fenómenos de excitotoxicidad, al parecer  por un 
mecanismo mediado por el glutamato (94, 122,138). 
 
Varios autores afirman que los aminoácidos cerebrales pueden entrar en el ciclo de Krebs y 
ayudar a suplir los requerimientos energéticos. Aminoácidos tales como alanina, aspartato, 
glutamato y leucina pueden contribuir a los reservorios de glucógeno en astrocitos pero a 
una tasa muy baja de resíntesis en comparación con la glucosa. Los niveles de glucógeno en 
astrocitos están 100 y 10 veces por debajo de los reportados en hígado y músculo 
respectivamente (108). En condiciones anormales como hipoxia, isquemia o hipoglicemia 
se síntetiza glucógeno en los astrocitos como un mecanismo de neuroprotección, pero se 
acumula en otras condiciones anormales como coma diabético, esclerosis tuberulosa y 
uremia, como señal de disfunción del metabolismo cerebral (77)  
 
En la epilepsia también se han observado alteraciones del ciclo glutamato-glutamina. Las 
resonancias de humanos con epilepsia reflejan aumento en la síntesis de glutamato y 
disminución en la síntesis de glutamina (139), pero contrario a esto, en cultivos de neuronas 
y astrocitos se observó que la inhibición de la síntesis de glutamina como de su 
transportador por la MSO redujo la actividad neuronal epileptiforme (descargas eléctricas 
súbitas y desproporcionadas de las neuronas cerebrales) quizá por que la glutamina es el 
principal precursor del glutamato. (140). En un estudio en ratones tratados con imipinem, 
un antibiótico betalactamico que puede inducir estados epileptogénicos, se notó 
disminución de convulsiones después de la administración del agonista del receptor 
GABAA muscimol o del antagonista del receptor NMDA conocido como MK-801 (141).  
 
Otras investigaciones han demostrado una alta asociación entre la sobreexpresión de los 
receptores NMDA y la aparición de  ataques epilépticos (113). En ratones transgénicos que 
sobreexpresan los subtipos de receptores adrenérgicos 1-AR (adrenergic receptores) se 
observaron ataques epileptogénicos, al parecer asociados con la sobreregulación en el 
RNAm de los genes que codifican para las subunidades de los receptores de glutamato 
NMDA-NR1, AMPA-1, AMPA-2 y la disregulación para los genes que codifican las 
subunidades del receptor GABAA. Esto coincide con los hallazgos en los que se ha 
comprobado que la disfución de los receptores GABAA genera descargas paroxísticas o 
abruptas de tipo epileptiforme (142).  
 
Resulta de gran interés conocer el funcionamiento de sistema GABA-glutamato así como 
las alteraciones o patologías asociadas a su disfunción. La comprensión de los mecanismos 
subyacentes permite crear nuevas vías para abordar el estudio de una enfermedad como la 
rabia de cuya neuropatogénesis se conoce muy poco.  
2.5 Importancia de la rabia en Colombia  
La rabia es una enfermedad que causa la muerte de aproximadamente 75.000 personas al 
año a nivel mundial (143). Esta patología se produce por la infección de un virus 
neurotrópico que se transmite a través de la mordedura o contacto directo de mucosas o 
heridas con saliva de un animal infectado (144). Adicionalmente se han documentado 
infecciones a través del trasplante de córnea de un donante muerto infectado por rabia y no 
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diagnosticado (145), por aerosol en cuevas contaminadas de murciélagos (145, 147) y 
accidentalmente en personal de laboratorio (143) No se han reportado transmisiones de 
rabia por mordedura de humano a humano, aunque el virus se ha aislado de saliva de los 
pacientes infectados (146,147).  
 
En Colombia hay brotes de rabia en humanos, caninos, bovinos y especies silvestres, 
particularmente en murciélagos. Entre 1992 y 2002, se registraron 1088 casos de rabia 
urbana de los cuales 42 fueron en humanos y 1046 en perros (148). En los últimos años se 
ha logrado reducir el número de casos de rabia humana producidos por perros pero se han 
incrementado los generados por murciélagos (149,150). Entre mayo y julio del 2004, en el 
departamento del Chocó, se presentó un brote de rabia humana, transmitida por 
murciélagos, con catorce muertes. En enero del 2005 ocurrió un brote similar en las 
comunidades de Pato y Nauca, en el Alto Baudó, Chocó, con tres nuevas víctimas (149).  
 
Entre los años 2006 y 2007 se presentaron cinco casos de rabia humana transmitida por 
perros, cuatro provenientes de Santa Marta (151) y uno de Casanare (152). En los años 
2008 y 2009 se presentaron cinco nuevos casos de rabia humana, cuatro de ellos asociados 
a murciélago hematófago y uno a insectívoro (153). En cuanto a la rabia animal  entre los 
años  2004 y 2007 se produjo un aumento en la rabia canina y de zorros, con lo que se 
evidenció que el comportamiento de la rabia en Colombia era similar al presentado en el 
área andina; gracias al control epidemiológico se logró disminuir esta tendencia llegando a 
un caso en el año 2009, al parecer asociado por transmisión de murciélago a gato (153).  
 
En el año 2010 el sistema de vigilancia y control en salud pública (SIVIGILA)  reportó tres 
casos, el primero en el municipio de San Luis, departamento del Tolima asociado a 
mordedura de gato y los otros dos de pacientes del departamento de Santander; uno de ellos 
originado por mordedura de murciélago y el otro al contacto con un gato enfermo infectado 
por mordedura de murciélago (153). En el mismo año no se reportó ningún caso de rabia en 
caninos y solo se informó un caso de rabia en felinos al parecer de un gato (154).  
 
En el 2011 no se reportó ningún caso de rabia  en caninos y felinos pero si ocurrió un 
incremento notorio en la rabia de animales silvestres con un total de 90 focos de trasmisión 
de los cuales el 83,15% de los animales afectados correspondieron a bovinos (152). 
 
Entre los años 2002 y 2011 se ha reportado un incremento notorio de rabia en bovinos, con 
un total de 118 casos positivos para el año 2011. Esto se puede explicar por el hecho de que 
el ganado esté más expuesto a las mordeduras de murciélago y a que los murciélagos hayan 
presentado migraciones, lo que aumenta las probabilidades de infección. Por esta razón es 
necesario prender las alarmas del sistema de vigilancia ante el posible incremento de casos 
de rabia en humanos, porque los casos en bovinos deben servir como un indicador de riesgo 
de transmisión por rabia silvestre (152). 
 
Hasta el momento en el año 2012 se han reportado dos casos de rabia humana en el Valle 
del Cauca asociados al ataque de un gato. En este año también se confirmaron 7 muertes de 
animales bovinos positivos para rabia y tres ataques por zorro a humano sin decesos, al 
parecer por recibir a tiempo tratamiento profiláctico. Uno de los zorros fue capturado y 
resultó positivo para una variante viral (155).  
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2.6 Biología del virus de la rabia  
El virus de la rabia (VR) pertenece a la familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Su 
nombre se deriva del griego rhabdos (= barra, varilla), significado que hace referencia a la 
forma de sus partículas virales (156,157). Esta familia posee un genoma de tipo RNA 
negativo; necesita de una transcriptasa que invierta la polaridad del RNA viral para lograr 
ser compatible con el RNA mensajero (mRNA) de la célula hospedera e iniciar así su ciclo 
de replicación. El virus rábico tiene forma de bala, su tamaño promedio es de 180 ηm de 
largo por 75 ηm de diámetro y está envuelto por una membrana lipídica (158,159,160).  
 
El VR posee una cadena única de RNA de 12 Kb de tamaño, con una organización modular 
relativamente simple que al ser transformada codifica 5 proteínas virales (como todos los 
lyssavirus). Estas proteínas se agrupan en dos componentes principales: los de 
nucleocapside y los de membrana. Los primeros son la nucleoproteina (N), la fosfoproteína 
P, y la polimerasa L y los segundos la proteína de matriz (M) y la glucoproteina G 
(157,161). Entre los componentes proteicos virales se destaca la proteína G la cual se 
considera el mayor determinante antigénico y quien al parecer es la encargada de 
interactuar con el receptor celular (161,162). 
  
Existen dos tipos de virus de la rabia que se diferencian por su capacidad de infección. El 
virus que circula en la naturaleza conocido como virus ‘calle’ y el virus ‘fijo’ que se origina 
en condiciones de laboratorio (163). El virus calle o silvestre tiene un periodo de 
incubación variable y tras la infección forma inclusiones eosinófilas citoplasmáticas 
denominadas cuerpos de Negri. Estas inclusiones contienen un alto contenido de viriones y 
son el único patrón morfológico atribuible a la rabia natural. El virus fijo es adaptado en el 
laboratorio y se obtiene luego de mantener el virus calle mediante muchos pases sucesivos 
por vía intracerebral. Este último tiene un periodo de incubación establecido (fijo), no 
forma cuerpos de Negri (159) y se ha comprobado que induce apoptosis neuronal cuando se 
inocula por vía intracereal en ratones (5).  
 
En humanos y animales el tiempo de incubación del virus rábico oscila entre 20 y 90 días y 
en raras ocasiones alcanza un año o más (143). Todas las cepas patógenas del VR son 
neurotrópicas, es decir, que su blanco principal es el sistema nervioso, pero también pueden 
infectar miocitos, las células que constituyen el tejido muscular y células mucogénicas, las 
que recubren la glándula salivar (146,160,158). 
 
Las diferencias en la capacidad infectiva se deben, principalmente, al tipo de virus de la 
rabia que produce la infección (157,164). La inmunogenicidad que producen las cepas es 
inversamente proporcional a los niveles de glicoproteína G que ellas expresan (165). Cepas 
con de virus fijo con niveles bajos de proteína G producen un alto grado de letalidad y no 
generan anticuerpos neutralizantes, mientras que cepas con niveles elevados de proteína G, 
producen este tipo de anticuerpos y resultan no letales. (166).  
 
En cuanto a la llegada del virus rábico a las células del SNC existen dos alternativas. La 
primera consiste en la entrada del virus al músculo a través de la saliva de un animal 
infectado y su unión a receptores nicotínicos de acetilcolina en la placa neuromuscular; 
desde allí es transportado por los nervios motores, en sentido retrógrado, hasta la médula 
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espinal (144,161,167,168). La segunda plantea la unión directa a terminales nerviosas, sin 
un ciclo replicativo, a través de glicoesfingolípidos, la molécula de adhesión celular 
neuronal (NCAM) y el receptor de baja afinidad para neurotrofinas (p75
NTR
) 
(159,161,167,169). En los dos casos el virus se transporta de modo retrogrado hacia el SNC 
y se disemina de la misma manera (2,6,167,170). Al atravesar la unión neuromuscular el 
virus puede ser internalizado por vesículas neutras y ácidas que activan la fusión de la 
envoltura viral y liberan la nucleocápside. También se cree que la partícula viral intacta 
puede ser transportada en vesículas desde la terminal nerviosa al soma neuronal en donde 
ocurre la replicación (164). 
 
Se ha demostrado que en el transporte ocurre la unión del virus rábico a la subunidad LC8 
de la cadena liviana de dineina, proteína asociada a microtúbulos, que regula el transporte 
retrógrado (171,172). Sin embargo, también se ha determinado que el transporte puede 
ocurrir sin dicha unión y que la sola presencia de la glicoproteína G es capaz de otorgar 
neurotropismo (171).  
 
Recientemente se ha postulado a la vía hematógena como otra alternativa al transporte del 
virus de la rabia, con base en el reporte de un caso de un virus (cepa SB) transmitido por el 
murciélago insectívoro de pelo plateado, el principal vector asociado con las muertes por 
rabia en Estados Unidos y Cánada (6). En un estudio se demostró que la inoculación 
intravenosa de ratones con la cepa SB produjo la infección del encéfalo a través de las 
fibras neurosecretoras del hipotálamo, las cuales poseen conexiones carentes de barrera 
hematoencefálica; contrario a lo evaluado con una cepa descendiente de perro en donde no 
se observó invasión del encéfalo a través de la dispersión hematógena. El murciélago de 
pelo plateado inocula cantidades muy pequeñas de virus, por lo tanto, además del transporte 
axonal retrógrado quizás utilice la vía hematógena para aumentar su capacidad infectiva 
(170). Estudios experimentales con este virus indican que tiene mayor poder infectivo que 
la variante ‘calle’ de coyote en tipos celulares presentes en la dermis (6). 
2.7 Patogénesis de la rabia  
La rabia se manifiesta en dos grandes formas que comprometen el SNC: paralítica y 
encefálica. En ambas manifestaciones existe compromiso del SNC (173). El paciente con 
rabia presenta agitación, hiperactividad, confusión, hidrofobia, hiperventilación, 
convulsiones, parálisis y coma entre otros. En la forma encefálica la hidrofobia e 
hiperactividad aparecen de modo temprano, mientras que en la forma paralítica suelen 
presentarse hasta el final de la enfermedad (173,174). En la rabia paralítica se observa 
paraparesis ascendente y flácida en los primeros días de la enfermedad (5,174) y en la 
forma encefálica se observa paresia espástica y asimétrica solo hasta la fase terminal 
(173,174). En ambas formas rábicas los síntomas son severos y aún así son pocos los 
cambios morfológicos que se logran percibir en el tejido nervioso. Con técnicas de 
coloración tradicional como la hematoxilina-eosina, solo se nota escasa reacción microglial 
e inflamatoria y un número variable de cuerpos de Negri (175,176,160). Aparentemente la 
poca aparición de cambios morfológicos se debería más a fallas en la función neuronal y no 
a alteraciones en su estructura (169). 
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2.8 Hipótesis sobre la patogénesis de la rabia paralítica y encefálica 
Existen varias hipótesis de los posibles mecanismos de acción en que se desarrollan las 
formas rábicas entre ellas, el papel de la respuesta inmune, la cepa viral y los efectos del 
virus sobre grupos celulares del sistema nervioso periférico (SNP) y central; aquí la 
vulnerabilidad neuronal selectiva juega un papel determinante. Posiblemente alguno de 
ellos o la interacción entre los mismos determine el desarrollo de alguna de las formas en 
que se presenta  la enfermedad (166,172,174,177,178,179,180,181,182,183,184).
2.8.1 El Papel de la respuesta inmune y la cepa viral 
La respuesta inmune puede definir si la patogénesis de la rabia finaliza en manera letal. En 
1953 Grenliza reportó que 12 de 24 individuos mordidos en la cara y cuello por un lobo con 
rabia sobrevivieron sin tratamiento profiláctico (177). Esto indica que la respuesta inmune 
innata podría ser un factor importante para que la rabia no resulte letal, pero no se puede 
interpretar de manera aislada puesto que se encuentra estrechamente relacionada con las 
características de la cepa viral que haya producido la infección (166). 
 
En modelos animales la respuesta inmune es inversamente proporcional a los niveles de  
glicoproteína rábica, prueba de ello es que el virus fijo CVS-N2c es altamente patogénico y 
tiene una poca cantidad de glicoproteína viral, mientras la cepa CVS-B2c con baja 
glicoproteína viral no resulta letal (166). La glicoproteína viral, además de ser el principal 
blanco para la generación de anticuerpos neutralizantes, es una fuerte inductora de 
apoptosis de células infectadas. La poca expresión de la proteína viral puede ser un 
mecanismo de evasión del virus rábico que facilita su dispersión (172). 
 
La respuesta inmunológica puede jugar un papel determinante en la aparición de la forma 
encefálica o paralítica de la rabia. Se ha demostrado que ratones inmunocompetentes 
inoculados de modo periférico con virus rábico desarrollan rabia paralítica y elevan sus 
niveles de anticuerpos en suero, mientras que ratones inmunosuprimidos manifiestan 
síntomas de rabia encefálica y no presentan elevación detectable de anticuerpos. (185). 
Corroborando lo anterior, Sugamata y colaboradores observaron parálisis en la extremidad 
posterior de ratones inmunosuprimidos inoculados con rabia, después de haber sido 
transplantados con células T obtenidas de ratones inmunocompetentes, (178). 
 
Mitrabhakdi encontró infiltraciones de linfocitos T CD3 en los ganglios de la raíz dorsal en 
dos pacientes con rabia paralítica (174). El aclaramiento o eliminación de las infecciones 
virales se da principalmente por las células TCD8 y algunos autores reportan disminución 
de estas células en pacientes con rabia paralítica, luego se podría pensar que las células T 
de los dos tipos estén ampliamente involucradas con el desarrollo de la parálisis (166). 
2.8.2 Efectos del virus rábico sobre la médula espinal y el sistema nervioso periférico  
La polineuropatia sensitivomotora es una característica clave en la fase inicial de la rabia 
paralítica, así como la hiperactivividad e hidrofobia son signos de la rabia encefálica o 
furiosa. Aún no son claros los mecanismos implicados en cada cuadro de signos pero 
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existen aproximaciones sobre los grupos celulares involucrados en cada una de las formas 
de la enfermedad (174).  
 
Las células del asta anterior parecen tener una respuesta distinta en las dos formas de rabia. 
En pacientes con rabia paralítica no se encuentran alteraciones en las células del asta 
anterior pero sí en los pacientes con rabia encefálica, en éstos últimos se ha encontrado 
cromatólisis central (174). Las alteraciones del asta anterior también se observan en 
parálisis producidas por otros agentes virales como el poliovirus o virus del Nilo cuya 
paresis se presenta de forma asimétrica comenzando en miembros superiores o inferiores 
(179). Por el contrario en otra enfermedad paralizante como es la enfermedad de Guillian 
Barre no se ha observado compromiso de las células del asta anterior, siendo esta una de las 
primeras semejanzas con la forma paralítica de la rabia (173,179).  
 
La rabia paralítica suele confundirse con el Síndrome de Guillian Barré (GBS) del inglés 
Guillian Barre Syndrome cuyos síntomas característicos son la parálisis ascendente y 
simétrica (186). La degeneración Walleriana y la desmielinización de los nervios 
periféricos con compromiso de fibras motoras y sensitivas son procesos comunes entre 
pacientes con rabia paralítica y Guillian Barré (180,181,182), pero tales hallazgos no se 
reportan en pacientes con rabia encefálica (173). Estos resultados se soportan a partir de 
otros estudios, puesto que pacientes con rabia encefálica no presentaron alteraciones en el 
patrón electrofisiológico sensor o motor (174). 
 
La ruta de inoculación también es determinante en la evolución de la enfermedad rábica. 
Ratones inoculados de modo periférico desarrollaron signos de rabia paralítica con periodos 
de supervivencia de 11 a 13 días post-inoculación, mientras ratones inoculados de modo 
intracerebral mostraron signos de rabia encefálica y sobrevivieron por un periodo de 8 días 
(14,15,166). El tiempo de supervivencia es similar a lo encontrado en humano; Thiravat y 
colaboradores determinaron tasas de supervivencia de 11 días para la forma paralítica y de 
5,7 días para la forma furiosa (173). Las diferencias observadas en las fibras nerviosas, el 
asta anterior y el tiempo de supervivencia para cada una de las formas de la enfermedad son 
evidencia suficiente para afirmar que existen mecanismos neuropatológicos distintos entre 
los pacientes que presentan cualquiera de las dos formas de la enfermedad rábica.  
2.8.3 Efectos del virus rábico sobre el encéfalo y los sistemas de neurotransmisión 
Los estudios de la rabia en médula y en el sistema nervioso periférico (SNP) indican 
características que permiten ser asociadas con cada una de las formas paralítica o encefálica 
de la rabia (173,174), pero los estudios sobre los efectos del virus rábico en el encéfalo 
comúnmente no reportan diferencias para cada una de las formas en que se presenta la rabia 
(186). 
 
Aún no se han determinado las vías del SNC implicadas en la parálisis, así como no se han 
establecidos las asociadas con los signos encefálicos (174). Gran parte de los estudios en 
rabia se han realizado mediante ensayos in vitro o en modelos animales a través de 
inoculación intracerebral. Existen escasos estudios experimentales sobre la inoculación 
periférica y esto hace que los resultados sean más extrapolables a lo que ocurre en la rabia 
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encefálica (1, 15). Se han propuesto distintos mecanismos respecto a los efectos del virus 
en el SNC tales como alteraciones en los canales iónicos, modificaciones en el RNA 
celular, apoptosis y cambios en los sistemas de neurotransmisión (3). Aquí es importante 
resumir los antecedentes de los cambios producidos por el virus de la rabia en los sistemas 
de neurotransmisión, especialmente del sistema  GABA-glutamato  conforme al objeto de 
este estudio  
 
Son pocas las investigaciones sobre el efecto del virus rábico en la neurotransmisión. 
Tsiang inoculó con rabia ratas Wistar por la ruta intracerebral y realizó homogenizados de 
sus cerebros para evaluar las alteraciones en los receptores muscarínicos de acetilcolina 
(mAChr). Encontró una disminución en la capacidad de unión al receptor del antagonista 
quinuclidinil bencilato (QNB) en diferentes áreas encefálicas siendo mayor en el 
hipocampo, pero a nivel de la médula onlonga se halló aumento (183). Jackson luego de 
inocular ratones en la extremidad posterior no encontró efectos en la unión de QNB al 
receptor ni en la actividad de las enzimas colina acetiltransferasa (ChAT) ni 
acetilcolinesterasa. Las diferencias respecto al estudio de Tsiang pueden deberse a las 
distintas especies y rutas de inoculación utilizadas en el estudio (184). 
 
Otro sistema de neurotransmisión estudiado en la rabia es la serotonina, químicamente 
conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT). El papel de la serotonina sobre la 
neurotransmisión difiere entre el SNP y SNC. En el SNP la 5-HT interviene en la 
contracción y relajación muscular y en la modulación presináptica de las neuronas del 
sistema autónomo. En el SNC la 5-HT actúa como neurotransmisor y distintas evidencias 
demuestran que puede jugar un papel importante en la regulación de la memoria (187,   
188), el apetito, la ansiedad, la depresión, el sueño, la temperatura corporal, la conducta 
sexual y el sistema cardiovascular (189). En estudios con el virus rábico se han reportado 
alteraciones en el ciclo sueño-vigilia de ratones infectados con los virus fijo y calle 
(189,190). El virus fijo provocó una disminución en la corteza cerebral de los receptores 
(5HT1) al quinto día de ser inoculado en el músculo masetero de ratas (191) y en 
sinaptosomas de corteza cerebral la infección con virus fijo disminuyo la liberación de 
serotonina evocada apartir de pulsos de Potasio (3). 
 
Algunas de las manifestaciones clínicas de la rabia como las convulsiones, 
comportamientos agresivos, deterioros en la conciencia, fases alternas de hiperexcitación y 
relajación sugieren que se afecta el sistema GABAérgico (12,13,192,193). La participación 
de este sistema se ha evaluado en algunos experimentos. Khishniakova luego de inocular 
ratas de manera subcutánea y realizar un método de extracción en el tejido cerebral, 
encontró disminución transitoria en el contenido de GABA y un aumento en la actividad de 
la enzima GABA-transaminasa (GABA-T) (8). 
 
En cultivos de neuronas corticales infectadas con el virus de la rabia, se demostró aumento 
en la liberación de [H
3
] GABA y disminución en la captación del neurotransmisor, al 
compararlos con controles no infectados. Los autores sugieren que el virus rábico afecta a 
la membrana celular haciéndola más vulnerable hacia el efecto despolarizante (12). Tal 
afirmación se soporta por los estudios realizados con células de neuroblastoma (NA), en 
donde se notó que la infección con virus fijo disminuyó el potencial de reposo de la 
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Otros estudios confirman la vulnerabilidad de las neuronas GABAérgicas a los virus que 
afectan el SNC (1). Bonilla encontró disminución en el contenido de GABA y de la enzima 
glutamato descarboxilasa (GAD) a nivel del telencéfalo y un aumento en la captación de 
[H
3
-GABA] en el cerebelo de ratones infectados con el virus de la encefalitis equina 
venezolana (VEEV) (195,196). La inoculación de ratas por vía intracerebral, con el virus de 
la coriomeningitis  linfocítica LCMV (del ingles Lymphocytic Choriomeningitis Virus) se 
observó una alta concentración viral en el giro dentado acompañada de pérdida neuronal y 
disminución del 72% de las de neuronas inmunorreactivas para parvoalbúmina (PV). 
Además ocurrió un aumento en los impulsos excitatorios y reducción en los impulsos 
inhibitorios mediados por GABA (197). Aquí los autores no establecen una relación directa 
entre la pérdida del marcaje para PV y la presencia viral, sugiriendo que las neuronas PV+ 
son vulnerables al virus LCMV por mecanismos directos o indirectos de la infección. 
Además plantean que la pérdida neuronal puede atribuirse a daños producidos por 
excitotocidad, quizá ocasionada por las deficiencias en el poder inhibitorio de las neuronas 
PV+. 
 
Las alteraciones del sistema GABAérgico producidas por el virus rábico han hecho que 
algunos autores consideren que los efectos adversos observados en la rabia se deban a 
alteraciones en la regulación de la excitación que puedan o no redundar en excitotoxicidad 
(12). En dos estudios con cultivos de neuronas corticales se probó que los antagonistas de 
N-metil-D aspartato (NMDA) MK-801 y ketamina redujeron la replicación y trancripción 
del virus de la rabia, respectivamente (198,199). Entonces, es posible que el virus rábico 
utilice receptores excitatorios como parte de su maquinaria de infectividad lo que a su vez 
podría producir la disfunción neuronal por mecanismos excitotóxicos. 
 
Aceptando la vía de la excitotoxicidad como parte de la patogénesis en la rabia, Willouby y 
colaboradores reportaron un caso de supervivencia a la rabia. En el año 2004 se ingresó a 
una paciente al hospital de Wisconsin en Estados Unidos quien presentó signos propios de 
la rabia, un mes después de ser mordida en un dedo por un murciélago. La paciente no 
recibió tratamiento con la vacuna antirrábica y en su lugar se le indujo el coma por 31 días 
con el antagonista de receptores de N-metil-D aspartato (NMDA) Ketamina, y con los 
agonistas de receptores GABA-A: midazolan y amantadina. Todo el procedimento se 
efectuó acompañado de fármacos de cardioprotección y retrovirales. La paciente presentó 
anticuerpos neutralizantes contra el virus, pero éste no se logró aislar de saliva o líquido 
cefalorraquideo. El conjunto de procedimientos realizados recibió el nombre de protocolo 
de Milwaukee (4). 
 
Considerando de antemano que la muerte en la enfermedad de la rabia puede deberse a un 
desbalance en los sistemas de neurotransmisión y a fallas autonómicas (3,183), los autores 
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del protocolo de Milwaukee indican que resulta necesario proteger el cerebro de algún tipo 
de excitotoxicidad mientras se fortalece el sistema inmune y se preserva la función  
cardiovascular (4). Sin embargo, algunos estudios sugieren que la excitotoxicidad no juega 
un papel importante en la patología rábica (200). 
 
En el 2009 en Brasil se reportó un nuevo caso de un paciente con rabia quien 
aparentemente sobrevivió después de haber sido intervenido con el protocolo de 
Milwaukee. Aquí no se reportó la generación de anticuerpos neutralizantes ni la detección 
de ARN viral (19). Las pruebas, de otros 14 pacientes tratados con protocolos similares al 
de Milwaukee tuvieron resultados fatales (19). Los dos resultados probables de 
supervivencia con inducción del coma, podrían indicar un tratamiento para el paciente 
sintomático de rabia, dada la importancia que puede jugar el sistema GABA-glutamato en 
la enfermedad, pero la falta de reproducibilidad aumenta la necesidad de realizar más 
ensayos en modelos animales con el fin de proponer terapias más eficaces. 
 
Con el interés de contribuir a elucidar el papel de los sistemas de neurotransmisión en la 
rabia, nuestro grupo evaluó previamente el efecto del virus rábico sobre la 
inmunorreactividad de tres proteínas de enlace del calcio parvoalbúmina, calbindina y 
calretina (9,201,202). Estas proteínas se encuentran  en las células GABAérgicas y actúan 
como marcadores neuronales. La inoculación intramuscular de ratones con virus fijo 
provocó un aumento en el inmunomarcaje de parvoalbumina y disminución en el de 
calbindina y calretinina en la corteza frontal de los ratones infectados (10). 
 
Posteriormente se evaluó el efecto del virus rábico sobre el neurotransmisor GABA en la 
corteza frontal de ratones enfermos con rabia inoculados por vía IM. En el estudio se halló 
pérdida de la inmunorreactividad de GABA entre las capas I-V. Con los resultados aquí 
obtenidos se demostraron por primera vez los efectos in vivo del virus rábico sobre el 
GABA (13), lo que se unió a las evidencias de la vulnerabilidad de neuronas positivas para 
GABA hacia los virus neurotrópicos.  
 
No existen reportes de estudios in vivo sobre el efecto del virus rábico en el glutamato, solo 
nuestro grupo ha reportado los resultados de una serie de estudios preliminares con el 
neurotransmisor (203,204). Nosotros encontramos pérdida de glutamato en la corteza 
motora a nivel de la rodilla del cuerpo calloso y aumento en la corteza motora a nivel del 
fornix dorsal en animales infectados con rabia (203). En los estudios para glutamato se 
evaluaron áreas de corteza más caudales a las estudiadas para GABA, por lo que resultó 
necesario el realizar un barrido inmunohistoquímico de los dos neurotrasmisores en toda la 
corteza frontal en grupos de ratones inoculados con rabia por cada vía de inoculación (IC o 
IM),  como parte del objeto de este estudio.  
 
El glutamato (principal excitador neuronal) es el precursor del GABA (11,10) y por ende 
existe una relación inherente entre los dos neurotransmisores. Se podría pensar que los 
efectos en el metabolismo de alguno de los dos reflejarían parte de los efectos en el otro, sin 
embargo, se ha demostrado que la sobreestimulación de alguno de los sistemas 




Los resultados hasta aquí presentados podrían indicar que el sistema GABA-glutamato 
juega un rol importante en el desarrollo de la enfermedad rábica. Sin embargo se sabe muy 
poco sobre los tipos neuronales y áreas cerebrales implicadas en el desarrollo de los signos 
clínicos de la enfermedad. 
3. OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN 
3.1 Objetivo General 
Evaluar el efecto del virus rábico sobre la inmunorreactividad a GABA y glutamato en la 
corteza y el cerebelo de ratones inoculados por vía cerebral o intramuscular simulando las 
formas paralítica y encefálica de la rabia en un modelo murino.  
3.2 Objetivos específicos  
3.2.1 Determinar el patrón de distribución de neuronas inmunorreactivas a GABA y 
glutamato en la corteza motora y el cerebelo de ratones normales e infectados 
con virus rábico. 
Según evidencias experimentales se ha demostrado el virus de la rabia asciende 
preferencialmente por transporte axonal retrógrado a través de las vías motoras (205,206). 
La corteza frontal (motora más parte de la somatosensorial) y el cerebelo son áreas del 
sistema motor que pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la infección, sin 
embargo, son pocos los cambios morfológicos que se pueden describir en estas dos áreas 
con las técnicas de histopatología convencional durante el desarrollo de la infección (175, 
176).    
 
La falta de alteraciones estructurales observadas con las técnicas tradicionales de 
coloración y los diversos estudios experimentales en rabia, entre ellos, los realizados por 
nuestro grupo, permiten inferir que el daño porducido por el virus de la rabia se debe más a 
cambios bioquímicos puntuales que afectan severamente a la función neuronal. Con el 
interés de contribuir a descifrar esta hipótesis, en este trabajo se evaluó el efecto del virus 
rábico sobre diferentes grupos neuronales en dos áreas cerebrales asociadas al sistema 
motor.  
3.2.2 Establecer las diferencias inducidads por cada una de las rutas de inoculación 
del virus de la rabia sobre la expresión inmunohistoquímica de GABA y 
glutamato. 
La mayoría de los estudios experimentales realizados en rabia se han hecho a través de la 
inoculación intracerebral, un modelo experimental aceptado en el estudio de la rabia pero 
que se aleja de simular las condiciones naturales de la infección. Por otro lado en algunos 
estudios se considera que la inoculación con virus de la rabia por vía intracerebral se 
desarrolla la forma encefálica o furiosa de la enfermedad  mientras que la inoculación por 
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vía intramuscular (una de las formas de inoculación periférica) se desarrolla la forma 
paralítica (14,166).   
En este trabajo se compararon los efectos del virus de la rabia sobre la inmunorreactividad 
de GABA y glutamato en ratones inoculados por vía intramuscular o intracerebral. Así 
mismo, se observaron y analizaron los signos clínicos manifestados en los dos grupos de 
infección. Este segundo objetivo buscaba determinar si existen diferencias en los efectos 
del virus sobre los neurotransmisores según la ruta de infección y si tales diferencias se 
pueden asociar con los signos clínicos observados en cada una de las vías de inoculación 
viral.  
4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1 Manejo de animales, titulación e inoculación viral  
En total se utilizaron 200 ratones ICR (International Cancer Research) hembras para las 
diferentes fases del trabajo. Las edades de los animales correspondieron a 21 días 
(destetados) y 28 días (adultos jóvenes), mantenidos en el área de seguridad (S2), del 
bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS). Los animales se mantuvieron en condiciones 
ambientales y nutricionales de acuerdo con las normas éticas exigidas para la investigación 
con animales de laboratorio en Colombia (Ley 86 de 1989 y resolución No. 008430 de 
1993 del Ministerio de Salud (1). La manipulación de los animales se llevó a cabo de 
acuerdo con protocolos previamente establecidos por el grupo de trabajo (13,201,204). 
Estos protocolos fueron avalados por el Comité de Ética del INS como parte del trámite 
para el sometimiento y aprobación de dos proyectos aprobados por el INS (CTIN-007 de 
2010) y Colciencias (CTIN-015 de 2011, Código Colciencias 210454531601). 
 
Se utilizaron 10 animales de 21 días para la obtención de la suspensión viral o solución 
stock,  144 animales de 28 días para la titulación viral (apéndices 1 y 2) y seis de la misma 
edad para la estandarización de GABA en cerebelo. Los 40 animales restantes adultos se 
utilizaron para realizar los grupos de trabajos, los cuales se divieron en cuatro grupos de 10 
animales. Dos de ellos para cada una de las formas de inoculación viral y los otros dos 
como sus respectivos controles. 
 
La solución del stock viral se preparó a partir de una muestra de virus fijo de la cepa CVS 
(Challenge Virus Estándar) donado por el Laboratorio de Virología del INS y procedente 
del INPPAZ (Instituto Panamericano de Zoonosis) con sede en Argentina. Los ratones para 
la obtención del stock viral se inocularon con 0.03 ml de virus por vía intracerebral y 
cuando éstos mostraron los primeros signos clínicos (pelo erizado y disminución en el 
movimiento) se sacrificaron en una cámara saturada con vapores de cloroformo y se extrajo 
el cerebro. Los cerebros se maceraron y se diluyeron en proporción 1: 10 con vehículo viral 
(solución compuesta de  suero fetal bovino al 2%, penicilina 200 Ul/ml y estreptomicina 
4mg/ml). La solución se centrifugó y se alicuotó en viales de 0.5 ml, para ser almacenados 
a -70 C. La preparación de los inóculos de virus se realizó siguiendo el manual de 








. Se llevaron a 
cabo dos titulaciones en los ratones del grupo 2 (grupo de titulación). La primera prueba se 








(apéndice 2). La DL-50 se determinó mediante el método de Reed & Muench (208).  
 
El primer grupo de ratones (10 animales de 28d) para el estudio de las dos vía de infección  
se inoculó de modo intracerebral (IC) con 0,03 ml de una dilución 1x10
-6 







DL-50 (apéndice 2); el sitio de la inyección intracerebral se 
efectuó a una distancia prudente de la corteza frontal aproximadamente en el punto lambda 
o zona de intersección entre la sutura sagital y la sutura lamboidea para evitar una lesión en 
la zona de estudio o corteza frontal. El segundo grupo se inoculó por vía intramuscular con 
0,03 ml del mismo virus que se inoculó en la vía intracerebral, pero esta vez con una 
dilución más baja (1x10
-1
) equivalente a 10
9,1
 DL-50 (apéndice 2); el sitio de la inyección 
fue en una de las extremidades posteriores entre los músculos semitendinoso y 
semimembranoso. Los otros dos grupos se inocularon por vía IC e IM, con solución 
vehículo (mezcla desprovista de virus), para obtener animales control no enfermos. 
 
Los ratones se mantuvieron en observación durante 15 días, se grabaron videos y se tomó 
nota de los diferentes cambios y signos clínicos que presentaron como pelo erizado, 
temblor, cifoescoliosis, parálisis de las extremidades posteriores y finalmente la postración 
o estado terminal, momento en que se llevó a cabo el sacrificio de los animales.  
4.2 Procedimiento para la fijación y extracción del tejido cerebral. 
Los ratones en fase terminal de la enfermedad se anestesiaron mediante una inyección de 
0.02 ml de hidrato de cloral al 30% por vía intraperitoneal. Se realizó una incisión profunda 
entre el cuello y el abdomen para dejar expuesto el corazón. A continuación se introdujo 
una jeringa de insulina a través del ápice del ventrículo izquierdo y se conectó a una bomba 
peristáltica utilizada para impulsar los fluidos empleados en la perfusión; inicialmente 
solución de fosfato salino (PBS) a pH 7.3 durante 5 minutos y luego una solución 
compuesta por dos fijadores, paraformaldehído (PFA) al 4% y glutaraldehído (GA) al 0,5% 
(70 ml de solución durante 10 min.) de acuerdo a los ensayos previamente estandarizados 
(13,194).  
 
Con el grupo de animales para estandarización de GABA en cerebelo (6 ratones de 28d) se 
ensayaron seis combinaciones de fijadores (PFA 4% y GA 0.5%; PFA 4% y GA 2,5%; 
PFA 4% y GA 5%; PFA 2% y GA 2%; PFA 4% y GA 1%; PFA 4% sin GA) según lo 
reportado en la literatura de trabajos similares (11,30,57,224) y lo hallado previamente por 
nuestro grupo (13,204,209) para estudios de inmunomarcaje del antígeno rábico y de cada 
uno de los anticuerpos utilizados. Todas las perfusiones se realizaron con GA en forma 
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 Método que consiste en realizar filtraciones sucesivas del GA en carbón activado hasta obtener una sola 




Una vez terminada la perfusión se extrajo cada encéfalo evitando dañar el tejido cerebral. A 
continuación los cerebros completos se sumergieron en una solución fijadora de igual 
composición a la utilizada en la perfusión y se mantuvo así durante 6 a 24 horas a 4°C. 
Luego los cerebros se transfirieron a una solución de PFA 4% a 4ºC, hasta el momento de 
obtener los cortes para el estudio inmunohistoquímico.  
4.3 Obtención de los cortes de tejido cerebral y definición del área de estudio.  
Los cerebros fijados se procesaron en un tiempo máximo de dos semanas después de la 
perfusión. Con una cuchilla se separaron los hemisferios y de uno de ellos se obtuvo un 
bloque de tejido, aproximadamente 0,5cm de espesor para la corteza motora y otro para la 
somatosensorial, ambos en sentido coronal o rostro-caudal, a continuación se separó el 
cerebelo a través de la cisura trasversal, cisura que se forma a partir del cuarto ventrículo y 
tallo cerebral (figura 3). Las áreas seleccionadas para el estudio fueron la corteza motora 
(frontal) y el cerebelo; la primera porque previamente se ha demostrado la importancia de 
la dispersión del virus desde la vía motora a la periferia  y la segunda (el cerebelo) por su 
gran asociación con la planeación y ejecución del movimiento (46). Aunque no hacía parte 
de las áreas de estudio se analizó también la corteza somatosensorial, por tratarse de una 
corteza anatómicamente cercana a la corteza motora.  
 
La orientación y delimitación anatómica se realizó con ayuda de los atlas de ratón de 
Paxinos (211) y de Valverde (212). En sentido rostro-cudal los límites de la corteza motora 
fueron desde el inicio de la formación de la rodilla del cuerpo calloso hasta la fusión del 
fornix dorsal con el tracto tectoespinal (figuras 6a y 6b) y los límites de la corteza 
somatosensorial fueron desde la región del tronco de la corteza somatosensorial primaria   
hasta la corteza medial y parietal de asociación (figuras 7a y 7b). 
 
El área de estudio en el cerebelo se definió por la presencia del mayor número de folias 
cerebelares. En sentido sagita-sagital se tomó como límite inicial se tomó la aparición del 
núcleo vestibulocerebelar en donde se logran apreciar las diez (10) folias cerebelares y 
como límite final se tomó la región en donde desaparece la folia (9) nueve a nivel de la 
protuberancia dorsolateral del núcleo medial cerebelar (figura 8). Aquí no se evaluó el 
núcleo dentado por encontrarse a nivel más caudal en donde se aprecian un menor número 
de folias.  
 
Se realizaron cortes de 25 y 50 m en un vibrátomo (Vibratome 1000 Plus) en plano 
sagital para el cerebelo y coronal para la corteza cerebral. Los cortes se dejaron en en 
solución de lavado PBS (tampón de fosfato salino), suplementado con azida al 0,02%, para 
evitar contaminación bacteriana y a 20 ºC (9) en agitación constante.  
4.4 Protocolo de inmunohistoquímica  
Los cortes se procesaron en suspensión en cajas de vidrio (mini-Petri) con un volumen de 
1,25 ml en  todos los pasos de la inmunodetección, todo el proceso se realizó a temperatura 
ambiente y en agitación constante. Se realizó lavado en tampón fosfato salino (PBS) a pH 
7.3 y después de cada una de las reacciones. Se trataron los cortes con cloruro de amonio o 
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borohidruro al 0,5% para el bloqueo de aldehídos y se realizaron incubaciones en  peróxido 
de hidrogeno al 3% para la inactivación de la peroxidasa endógena, y en solución de 
bloqueo que contiene suero normal, albúmina sérica bovina (BSA) y tritón, previo a la 




Figura 6. Límite rostral (a) y caudal (b) de la corteza motora del ratón. 
Diagrama del área de estudio en plano coronal y orientación rostrocaudal. En color morado (tinción H&E) se 
ilustran cortes reales equivalentes a los diagramas (a y b), los niveles del corte se ilustran en  (a1) y (b1). Los 
diagramas ilustran las diferentes áreas de la corteza cerebral y las zonas en gris delimitan la corteza motora a 
nivel anterior y posterior (área de estudio), las otras zonas son áreas cercanas a ésta. Abreviaturas: M1, 
corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; cg cíngulo; cg1 y cg2, areas 1 y 2 de la corteza del 
cíngulo; gcc, rodilla del cuerpo calloso; ec, cápsula externa; aca, parte anterior de la comisura anterior; LV, 
ventrículo lateral; S1J, región de la mandíbula en la corteza somatosensorial; S1ULP; región del labio 
superior en la corteza somatosensorial. Cg/rs, corteza retrospenial del cíngulo; S1FL y S1HL región de las 
extremidades anterior y posterior de  la corteza somatosensorial; S1BF, área de barril, corteza somatosensorial 
primaria,; S2, corteza somatosensorial secundaria; df, fornix dorsal; Ts, tracto tectoespinal; CC, cuerpo 
calloso. Adaptado de referencia (211). 
 
 
Figura 7. Límite rostral (a) y caudal (b) de la corteza somatosensorial del ratón.  










Figura 7. Diagrama del área de estudio en orientación rostrocaudal. En color morado (tinción H&E) se 
ilustran cortes reales equivalentes a los diagramas (a y b), los niveles del corte se ilustran en  (a1) y (b1). Las 
áreas en gris delimitan la corteza somatosonserial a nivel anterior y posterior, las otras zonas son áreas 
adyacentes. Abreviaturas: M1, corteza mtora primaria; M2, corteza motora secundaria; df, fornix dorsal, hf, 
fisura hipocampal, CA1-CA3, regiones hipocampales cuernos de Amón 1-3; Dg, giro dentado; Mol, capa 
molecular del giro dentado; PoDG, capa polimorfa del giro dentado; GRDG, capa granular del giro dentado; 
cc, cuerpo calloso; D3V; regíon dorsal del tercer ventrículoCC, LV, ventrículo lateral; S1Tr, región del tronco 
en la corteza somatosensorial primaria; S1DZ; región disgranular de la corteza somatosensorial; S1BF, area 
de barril, corteza somatosensorial primaria; S2, corteza somatosensorial secundaria; Dhc, comisura dorsal 
hipocampal; RSG Y RSA, corteza granular y agranular retrosplenial; MpTA, corteza de asociación medial 



















Figura 8. Límite medial (a) y lateral (b) seleccionados en el cerebelo del ratón.  
Diagrama del área de estudio. Los números indican cada una de las folias cerebelares, a nivel más posterior 
desaparecen algunas folias. Abreviaturas: sf, fisura secundaria; ppf, fisura piramidal; psf, fisura posterior; prf, 
fisura primaria;  plf, fisura posterolateral; Med; Núcleo medial (fastigial);  int, núcleo interpuesto ( núcleo 
emboliforme y globoso) Int A, parte anterior del núcleo interpuesto; int p, parte posterior del núcleo 
interpuesto; Vecb, Núcleo vestibulocerebelar, MeDL, protuberancia dorsolateral del núcleo medial o fastigial 
del cerebelo. A este nivel no logra visualizarse el núcleo dentado, éste se observa a nivel más posterior. 
Adaptado de: referencia (201).  
 
A continuación los cortes de corteza cerebral se incubaron en anticuerpos primario 
antiglutamato y anti GABA (Sigma-policlonal) por separado utilizando concentraciones [] 
de 1:2500, previamente estandarizadas (13,204). Para los cortes de cerebelo también se 
llevaron a cabo por separado incubaciones en [1:2500] de antiglutamato (Sigma policlonal) 
y [1:5000] de antiparvoalbúmina (Sigma monoclonal). La concentración para la 
visualización de células inmunorreactivas a parvoalbúmina previamente se había 
estandarizado (213). Se ensayaron diluciones de antiGABA desde 1:500 a 1:2500, para 
estandarización de la concentración ideal con cada una de las mezclas de fijadores (numeral 
4.2). Posterior a la incubación con anticuerpos primarios se hicieron incubaciones en en 
anticuerpo secundario biotinilado, kit ABC avidina–biotina y revelador DAB o DAB-Ni 
(ver apéndice 3). En todos los tejidos de animales infectados se confirmó la 
inmunorreactividad positiva para rabia mediante cortes en flotación o en parafina. Esto se 




(209), adicional a las pruebas de rabia en algunos casos se realizaron coloraciones de H&E 
para evaluar cambios morfológicos (ver apéndice 4). 
4.5 Análisis histológico y digital de las imágenes.  
Se llevaron a cabo observaciones cualitativas de las preparaciones en el material control e 
infectado para reconocer la presencia de antígeno viral en los grupos de animales infectados 
y de la distribución de células positivas para glutamato y GABA en los cuatro grupos de 
animales evaluados. 
 
Para el análisis cuantitativo se realizaron conteos de neuronas en las muestras de corteza de 
animales control e infectados empleando un micrómetro de malla Zeiss Netzmiier de 1 
mm
2 
 o una cuadrícula digital del programa Micrometrics según trabajos anteriores (13). 
Cuando las muestras se revelaron con DAB, en algunas ocasiones se transformaron a escala 
de grises mediante el programa Image J, para facilitar conteo y mejor contraste de la 
marcación.  Los conteos se realizaron explorando campos específicos con el objetivo de 
10x y como el tamaño de las cortezas varió entre la motora y la somatosensorial se 
realizaron aproximaciones de área al utilizar la rejilla de conteo. Para facilitar los conteos 
las capas V y VI de la corteza motora se dividieron de la (a) hasta la (d) y de la corteza 
somatosensorial desde la (a) hasta la (c). Por que el espesor de las capas se hace menor a 
nivel más caudal Cada conteo se realizó con doble ciego
3
 .  
 
Para el cerebelo se digitalizaron las imágenes con ayuda de un microscopio Axiophot Zeiss 
y una cámara Evolution VF-software Qcapture Pro 6.0. Se realizaron análisis 
densitométricos (medidas de transmitancia de luz) de tres folias cerebelares en un corte por 
muestra con ayuda del programa Image J. Este programa cuenta con un sistema que permite 
obtener un promedio de densidad óptica de acuerdo a una escala de grises en la que se 
miden los niveles de absorbancia de luz de los cortes (1,13).  
4.6 Diseño e interpretación de los experimentos. 
4.6.1 Tamaño de la muestra y repeticiones experimentales  
Aunque se trabajó con grupos de 10 animales infectados y controles por cada una de las 
vías de inoculación (intracerebral e intramuscular), el análisis cuantitativo se llevó a cabo 
únicamente con 5 de ellos (unidades experimentales) y los respectivos controles de cada 
ensayo. Los demás animales en algunos casos se utilizaron para completar las 
observaciones cualitativas y en otros se descartaron porque eventualmente parte de este 
material no era adecuado para su procesamiento por problemas en la perfusión o de la 
inmuhistoquímica. En cada unidad experimental se escogieron tres cortes (repeticiones) 
para realizar los conteos de células inmunorreactivas a glutamato y GABA.  
                                                 
3
 Técnica del método científico que se usa para prevenir que los resultados de una investigación puedan estar 
influidos por el efecto placebo o por el sesgo del observador. Se utilizan dos observadores y ninguno de los 
dos sabe que tipo de tratamiento está midiendo. Tomado de:  




En el cerebelo también se escogieron tres folias y se delimitaron los núcleos profundos para 
realizar análisis densitométricos que permitieran comparar los efectos del virus rábico sobre 
la expresión de GABA y glutamato (objetivo del estudio) y de parvoalbúmina, otro 
marcador neuronal que no hacía parte del objeto de estudio, pero que permitió corroborar el 
efecto de la rabia en la células GABAérgicas.  
 
El tamaño de la muestra se definió según lo obtenido en ensayos anteriores (1,13) así como 
el número de conteos o repeticiones para evitar cometer errores por definiciones de 
tamaños muestrales a priori (214). 
4.6.2 Análisis Estadístico  
El análisis estadístico se realizó con el apoyo del Departamento de Estadística de la 
Universidad Nacional de Colombia. Se realizaron estudios sobre la distribución de los datos 
(ejemplo apéndices 7 y 8) y de acuerdo a esto se eligió el análisis paramétrico como mejor 
alternativa para las pruebas de hipótesis.  
 
A los límites entre cada capa cortical se les llamó ‘bloque’ dado que el número de neuronas 
podría varíar de acuerdo a éstos. Asumiendo los datos por bloques se aplicó un modelo de 
análisis por bloques completamente aleatorizado (214) (apéndice 5), para obtener los 
respectivos test de diferencias de medias. A continuación se realizó un análisis de varianza 
(ANOVA) y un posterior test de Tukey estudentizado; éste último es un test altamente 
confiable por ser el más riguroso en comparar medias de tratamientos de un modo 
completamente aleatorizado (214).  
 
Las muestras de cerebelo se trataron con un modelo completamente aleatorizado sin 
bloques porque las diferentes áreas seleccionadas para las mediciones densitométricas no 
afectaron los valores de luz medida o densidad óptica.  
 
Los datos de las muestras de animales infectados por la vía intramuscular se trataron 
teniendo en cuenta el error observacional debido al  submuestreo. Este error se estima 
cuando el objeto tratado no es igual al observado. En el presente estudio el musculo del 
ratón fue el objeto tratado y el encéfalo el objeto observado (apéndice 6).  
5. RESULTADOS 
5.1 Titulación y signos clínicos en las vías de inoculación viral  
Se realizaron dos titulaciones para determinar la DL-50. En la primera no se obtuvo un  
rango de diluciones que produjeran un porcentaje del 100% y 0% de mortalidad (apéndice 
1), valores límites de mortalidad para determinar si la titulación se realizó correctamente 
(208). En la segunda prueba se obtuvo un rango de diluciones que produjeron un 100% y 
un 3,4% de mortalidad (apéndice 2), estos últimos rangos se aceptaron  por tener un límite 
inferior cercano al 0%. La DL-50 o rango de dilución viral que la produce, no se utilizó 
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para los ensayos de inoculación intracerebral; se trabajó con la dilución viral que produjo 




para asegurar que se enfermaran un 
mayor número de animales.  
 
Para los animales inoculados por la vía intramuscular no se determinó la DL-50 porque 
estos animales solo se enfermaron con la dilución más baja (1x10
-1
). La inoculación por vía 
IC produjo un porcentaje de mortalidad del 100% y la inoculación por vía intramuscular 
(IM) del 70%. El intervalo de supervivencia fue de 4-5d p.i., (días postinoculación) para los 
animales inoculados por la vía IC y de 5-6d p.i., para los animales inoculados por la vía IM.  
 
El 40% de los animales inoculados por vía IC presentaron una pérdida de peso significativa  
p<0,0001, (apéndice 7), pero la  pérdida de peso fue mayor en los animales inoculados por 
vía IM; éstos  presentaron caídas en el peso en el 70% de los casos analizados p<0,0001 
(ápendice 8)  y véase (cuadros 1 y 2). Los animales infectados que no perdieron peso, 
presentaron aumentos muy bajos respecto a los controles.   En todos los grupos observados 
el peso aumentó hasta las 48h p.i., y comenzó a decaer desde las 72h p.i., en los dos grupos 
de animales infectados (figura 9). 
 
Los signos clínicos variaron en los animales según la vía de inoculación del virus. En la vía 
IC los animales presentaron disminución en el movimiento desde el 3d p.i., pelo erizado, 
emaciación, encorvamiento, agitación, acicalamiento excesivo,  y espasmos en patas 
traseras. En el día 4 se observó temblor, hipokinesia, marcha descordinada con 
inclinaciones hacia un lado y otro, espasticidad en las patas traseras y movimientos en 
círculo hemilaterales y repetitivos. Los animales prevalecieron encorvados y con rigidez es 
las patas traseras  hasta encontrarse moribundos en el día 5 (figura 10a). 
 
Los animales  inoculados por la vía IM al 4 día p.i., mostraron una ligera disminución en el 
movimiento poco notoria en la mayoría de los casos, hacia el día 5 se observó temblor 
ligero, parálisis en una o las dos patas traseras. y en el día 6p.i., la mayoría de los animales 
presentaron postración total (figura 10b).  
 
Cuando los ratones se levantaron por la cola se observaron sacudidas repentinas de las patas 
traseras al igual que apretones (figura 10c) pero este último comportamiento fue más 






Tabla 1. Variación en el peso de animales inoculados por la vía IC y controles. 
 
 # muestra  Peso en gramos de animales control 
Dif peso 
inicial - final  
Peso en gramos de 
 animales infectados  
Dif peso 
inicial-final    0h 24h 48h 72h 96h 0h 24h 48h 72h 96h 
             
1 17,1 17,4 18,3 19 19,8 2,7 16,3 19,8 21,4 19,5 17,7 1,4 
2 20,1 23,4 23,3 24,4 24,6 4,5 19,3 23,5 24,1 21,3 19,9 0,6 
3 20,2 20,2 21 22,4 22,3 2,1 17,4 20,9 22,7 19,4 17,9 0,5 
4 19,7 21,7 22,3 22,9 23,8 4,1 15,8 19,6 20,6 18,6 16,8 1 
5 18,2 19,4 20,4 21,4 22,1 3,9 16,1 20,7 21,8 20 18 1,9 
6 18,6 19,7 20,8 22,8 22,9 4,3 19,2 19,7 20,7 18,3 16,6 -2,6 
7 20,9 21,9 22,8 24,9 25,2 4,3 18,3 21,3 21,9 19,8 18 -0,3 
8 18,1 22,1 22,4 25,1 25,2 7,1 17,1 20,5 21,7 18,1 16,8 -0,3 
9 21,6 23,7 25,2 26,4 26,9 5,3 19,4 20 22,2 20,6 18,4 -1 
10 21,3 23,5 25,1 26,2 26,5 5,2 19,8 24,1 23,7 22,5 20,5 0,7 
 
 
Tabla 2. Variación en el peso de animales inoculados por vía IM y controles. 
 
  
Peso en gramos de animales control   Dif peso 
inicial-
final 
  Dif peso 
inicial-
final  
# muestra  
  0h 24h 48h 72h 96h 120h 144h 0h 24h 48h 72h 96h 120 144 
                 
1 21,2 21,6 21,8 22 22,4 22,8 23 1,8 19 21,2 22,4 20 20,9 21,8 22,6 3,6 
2 23,4 23,8 24,3 25,3 26,4 26,6 26,7 3,3 20,5 23,2 24,3 21,4 22 22,8 23,3 2,8 
3 18,3 19,2 19,8 20,7 21,6 21,8 21,8 3,5 21,6 22,9 22,7 20,4 19,6 16,9 15,1 -6,5 
4 22,3 22,5 22,9 22,7 22,9 23 23,3 1 21,5 23,5 24,6 17,8 17,8 15,1 13,2 -8,3 
5 20,8 21 21,5 21,9 23,1 23,4 23,5 2,7 20,5 21,6 23,7 21 19,4 16,7 14,2 -6,3 
6 24,1 24,6 25,3 26,5 26,4 26,7 26,8 2,7 24,5 25 24,8 22,6 19,2 17,3 15,3 -9,2 
7 20,9 21,2 22,3 23,1 24,5 25 25,1 4,2 22 23,2 24,9 21,9 18,3 16,4 16,4 -5,6 
8 22,2 23 24,6 25,7 25,7 25,4 26,7 4,5 21,6 22,5 23,6 20,1 20,7 21,5 23 1,4 
9 19,5 22 23,4 24,5 24,7 24,4 24,8 5,3 21,4 22,8 24 21,3 19,9 18 16,2 -5,2 






Figura 9. Comportamiento del peso de animales control e infectados con rabia. 
Gráfico que ilustra los cambios en el peso en los animales infectados con las diferentes vías de inoculación  
En ambas  vías de inoculación se observan aumentos en el peso a las 48h postinoculación (pi) para todos y 




Figura 10. Signos clínicos de animales infectados por las diferentes vías de inoculación. 
(a) Ratón inoculado por vía IC con 4d p.i., con encorvamiento y pelo erizado. (b) ratón inoculado por vía IM  
con 5d p.i., que presenta parálisis en las dos patas traseras. (c) Ratón inoculado por vía IM en donde se 
ilustran los apretones constantes de las patas traseras y (d) ratón control inoculado sólo con solución vehículo 
























5.2 Ensayos inmunohistoquímicos y coloraciones histológicas 
5.2.1 Fijación del tejido y estandarización  de anticuerpos en cerebelo.   
El glutaraldehido (GA) se filtró y se leyó en el ultravioleta hasta que se obtuvo una sola 
banda de absorción a 280 nm, correspondiente a GA en forma libre (apendice 10). Al 
probar las diferentes mezclas de PFA-GA se escogió la combinación de PFA al 4% y GA al 
0.5% como la mezcla más óptima. Esta mezcla es la que previamente se había elegido para 
la fijación en inmunohistoquímica de glutamato y GABA en corteza cerebral y que además 
no afecta la marcación de antígeno rábico (13,204,209). Las otras mezclas de fijadores 
también dieron una tinción positiva pero aumentaron mucho el ‘ruido de fondo’.  
 
Al mismo tiempo de probar la mezcla óptima de fijadores se ensayaron diferentes 
concentraciones de anticuerpo primario. La mezcla de 1:500 de antiGABA permitió la 
visualización de células de Purkinje, pero esta no fue constante en todos los casos y generó 
marcación inespecífica a nivel de la capa granular (figura 11 a-b). Con las concentraciones 
de antiGABA 1:500 hasta 1:1500 se observó una fuerte marcación de somas alrededor de 
las neuronas de Purkinje pero no en el resto de la capa molecular (figura 11 a-d). Solo con 
la concentración de antiGABA 1:2500 se lograron visualizar somas y neuritas a través de 
toda la capa molecular (figura 11 d-g) y en algunas pocas neuronas de la capa granular 
correspondientes a células de Golgi (12 e-g). Finalmente esta concentración se escogió 
como solución de trabajo.  
 
No fue necesario realizar la estandarización para los inmunoensayos de parvoalbúmina en 
cerebelo porque siguiendo los protocolos previamente establecidos en nuestro laboratorio 
se logró la marcación esperada (213) (figura 25), de igual manera sucedió con la 
inmunohistoquímica de glutamato, aquí al seguir los mismos procedimeintos para 
inmunoensayos en corteza (ápendice 3) se lograron resultados óptimos (figura 23).  
 
La concentración máxima permitida de glutaraldehido para la visualización de antígeno 
rábico y de parvoalbúmina fue de 0,5%, las concentraciones superiores produjeron 










































Figura 11. Estándarización inmunohistoquímica de GABA en cerebelo.  










Figura 11. Imágenes de  la estandarización inmunohistoquímica de anti GABA en cerebelo.  
(a) Folia 6 de cerebelo, [1:500] de antiGABA; capa molecular (estrella) y capa granular (flecha), 10x. (b) 
Imagen en mayor detalle de (a),  en la capa molecular solo se observan células entre cada neurona de Purkinje 
y algunas debajo de ellas (cabeza de flecha),  la marcación de células de Purkinje es muy débil (rayo) y en la 
capa granular se marcan algunos somas de células de Golgi (flechas),  pero también se observa marcación 
inespecífica (asterisco), 40x. (c) Folia 8 [1:1500] la marcación es similar a 1:500 (a), la franja amarilla 
puenteada señala un artefacto, 10x;  al observar la imagen con mayor detalle (d) en la capa molecular (flecha) 
se logran apreciar un mayor número de procesos neuronales y de somas que hacen contacto alrededor y por 
debajo del soma de las células de Purkinje, 40x. (e)  Folia 6 del cerebelo [1:2500] de antiGABA, en la capa 
molecular (estrella) se logra observar marcación de los somas neuronales a diferencia de los ensayos 
anteriores marcaciones en (b) y (d). (f) Imagen de mayor detalle de (e), nótese la tinción débil de las células 
de Golgi en la capa granular (cabeza de flecha), la marcación de células estrelladas o en cesta (estrella) y el 
soma de una célula de Purkinje rodeado por terminales de células en cesta con su dendrita apical ramificada 
en el plano perpendicular  (conector angular flecha doble), 40x. (g) Imagen en mayor aumento de (e) y (f) en 
donde se visualizan las terminales de las células en cesta haciendo contacto alrededor de la célula de Purkinje 
(flecha y conector angular flecha sencilla). 
 
5.2.2 Observaciones morfológicas y distribución de antígeno rábico en los encéfalos  
de  ratones inoculados por alguna de las vías de infección. 
Con la coloración de hematoxilina-eosina (H&E),  tanto en la corteza como en el cerebelo 
no se lograron observar cuerpos de Negri propiamente definidos como inclusiones 
citoplasmáticas eosinófilas (1). Con la misma coloración a nivel de la corteza motora y 
somatosensorial se observó un patrón celular uniforme a través de todas las capas corticales 
excepto en la capa I en donde se notaron pocas células tanto en controles como en 
infectados (figuras 12 y 13). El soma de las neuronas piramidales de la capa V presentó 
morfología ovoide en la corteza motora  (Figura 12b) y piramidal en la corteza 
somatosensorial (figuras 13a y c).   
 
A nivel de la corteza somatosensorial también se logró observar la formación hipocampal 
por completo mediante la técnica de H&E y al igual que en las neocortezas (motora y 
somatosensorial) se mantuvo el patrón de distribución celular en el giro dentado y en las 
áreas CA1-CA4 del hipocampo; aquí la marcación fue similar en los animales control y en 
los infectados por las dos vías de inoculación (figura 13b). 
 
En el cerebelo de los ratones infectados con rabia en cualquiera de las dos vías se 
observaron posibles infiltraciones linfocitarias en el tejido meníngeo (figura 14) y pérdida 
de marcación citoplasmática en el soma de las células de Purkinje. Estos fueron los únicos 
cambios morfológicos observables por las técnicas utilizadas en este estudio, pero en este 
estudio no se corroboró si el infiltrado correspondía a células inflamatorias.  
 
A nivel de la corteza cerebral no se notaron diferencias entre la distribución de antígeno 
rábico de los ratones infectados con rabia por alguna de las dos vías (IC e IM), pero sí se  
observaron diferencias entre las áreas cerebrales evaluadas en una misma vía de 
inoculación. En la corteza motora fue evidente la mayor intensidad de antígeno viral a nivel 





Figura 12. Observaciones histológicas y distribución de antígeno rábico en la corteza motora. 
Imágenes de la morfología neuronal en la corteza motora y distribución de antígeno rábico en un ratón 
inoculado por la vía IM. (a) Distribución panorámica de neuronas,  tinción H&E, 5x; (b) Imágenes en mayor 
detalle de (a) en donde logra apreciarse la morfología ovoide de los somas de las neuronas piramidales, 10x y 
recuadro 80x; (c) Inmunohistoquímica de rabia  en la corteza de un ratón sin virus (control negativo 1), 16x-
DAB. (d) Inmunohistoquímica de rabia en la corteza de un ratón infectado con virus sin anticuerpo primario 
(control negativo 2), 20x-DAB y recuadro 64x; (e) Inmunohistoquímica de rabia en corteza DAB, 80x; (f) 
Inmunohistoquímica de rabia en el cuerpo estriado DAB, 80x, nótese la mayor cantidad  de antígeno rábico en 



















Figura 13. Observaciones morfológicas y distribución de antígeno rábico en la corteza somatosensorial y el 
hipocampo. 
Imágenes de morfología de neuronas en la corteza somatosensorial y antígeno rábico en un ratón inoculado 
por la vía IC. (a) Distribución panorámica de neuronas,  tinción H&E, 5x y recuadro en mayor detalle en 
donde se logra apreciar la morfología piramidal de las neuronas 80x; (b) Imágen de la formación hipocampal, 
reconstrucción a partir de varias fotografías mediante el programa mosaic J, 10x; (c) Capa V de la corteza 
somatosensorial, nótese la delimitación de las neuronas en la lámina cortical y  su morfología piramidal, 20x; 
(d) capas II a V en la corteza motora  aquí la capa V no logra delimitarse fácilmente y parece que la capa II a 
la V se fusionaran en una sola,  véase la morfología ovoide de todos los somas de las neuronas piamidales en 
las diferentes capas; (e) marcación con anticuerpo de rabia en la corteza somatosensorial 64x (f) Marcación 
















































Figura 14. Morfología de las folias cerebelares y distribución de antígeno rábico en los núcleos profundos.  
(a) Folia VI del cerebelo de un ratón control de inoculación intracerebral (b) folia VI del cerebelo de un ratón  
infectado con rabia por vía intracerebral,  nótese la perdida de marcación en las somas de las células de 
Purkinje y las posibles infiltraciones en el tejido meníngeo del ratón infectado (flecha) H&E 10x. (C), 
Marcación con antígeno antirábico en los núcleos cerebelares profundos de ratón inoculado con rabia por vía 
IC 10x (d) y 20x (e).  
 
fue más notorio cuando se comparó la marcación con el cuerpo estriado en donde se notó la 
menor tinción respecto a la corteza motora y una tinción similar respecto a la corteza 
somatosensorial (figuras 12e y f) y (figuras 13e y f). En la formación hipocampal (figura 
12b) se observó alta presencia de antígeno rábico pero en el giro dentado no se observó 
marcación positiva de antígeno rábico para ninguna de las dos vías de inoculación. 
 
A nivel del cerebelo se observaron algunas diferencias de distribución de antígeno rábico. 
En todas las folias cerebelares la distribución fue uniforme excepto en la folias 6 y 7; aquí 
la tinción fue menor para los dos grupos de animales infectados (IC e IM). En el análisis 
cualitativo aparentemente se presentó una mayor presencia de antígeno rábico en las folias 
del grupo de animales inoculados por la vía IM, pero la intensidad del inmunomarcaje no se 
cuantificó (figura 15).  La marcación con antígeno rábico fue similar en los núcleos 
profundos para los dos grupos de infección pero esta tinción como la tinción de H&E no 







Figura 15. Distribución de antígeno rábico en las folias cerebelares.  


























Figura  15. (a) Imagen panorámica del cerebelo de infectado por vía IM; (b) Panorámica de cerebelo 
infectado por vía IC,  5x; (c) folia III de de tejido infectado por vía IM  e infectado por la vía IC (d), 20x;  (e) 
folia IX de tejido infectado por vía IM y  de tejido infectado por la vía IC (f), 20x; (g) fisura secundaria o 
límite de la folia VIII y IX de cerebelo infectado por la vía IM e infectado por la vía IC (h). Nótese como la 
marcación fue mayor en todas las folias cerebelares de los ratones inoculados por la vía  IM.  
5.2.3 Distribución de neuronas inmunorreactivas a glutamato en la corteza motora  
Las observaciones cualitativas de inmunorreactividad en la corteza motora de ratones 
control e infectados con virus rábico aparentemente indicaban  que las neuronas positivas 
para glutamato (Glu+) se distribuían de manera uniforme  excepto en la capa I en donde se 
notaron pocos somas positivos (figura 16 a-c), sin embargo en el infectado se observó una 
mayor tinción en el neuropilo (Figura 16 d-e).  A nivel de la capa V se observaron neuronas 
piramidales en su mayoría con morfología ovoide tal y como sucedió con la tinción de 
H&E (figuras 16d-e y 17d-e). 
 
 Al realizar los conteos neuronales con el objetivo de 10X se concluyó que la distribución 
de neuronas Glu+ no era uniforme y que existía un mayor porcentaje neuronal hacia las 
capas infragranulares (Capas V y VI) tanto en controles como en los infectados, en ambas 
vías de inoculación (cuadros 3 y 4). Los porcentajes por capa de neuronas Glu+ en ratones 
control IC (inoculados por vía intracerebral con vehículo sin virus) fueron 38% para la capa 
VI, 32% en la capa V, 17% en la capa III, 10% en la capa II, y 1% en la capa I. Estos 
porcentajes se mantuvieron en la mayoría de capas en los infectados presentándose un 40% 
en la capa VI, 33% en la V, 17% en la capa III, 9% en la capa II y 1% en la capa I. Los 
animales infectados mostraron un mayor promedio en el número de neuronas respecto alos 
controles. Por cada 1,3 mm
2
 de corteza (área que cubre las seis capas corticales) se 
contaron 1314 ± 77  neuronas en los infectados  y de 1141 ± 53 neuronas en los controles p 
<.0001 (tabla 3) y (apéndice 5).  
 
Los animales inoculados por la vía intramuscular presentaron una distribución de neuronas 
corticales Glu+ similar a la observada en los inoculados por la vía intracerebralC.  Aquí 
también las capas infragranulares, mostraron un mayor número neuronal. Los porcentajes 
por capa fueron 39% para la capa VI,  31% capa V, 19% capa III, 9% capa II y 2% capa I 
en los animales control (tabla 4). Al igual que para la vía IC los porcentajes de neuronas por 
capa se mantuvieron constante en animales infectados presentándose un porcentaje de 
neuronas del 37% para la capa VI, 33% en la capa V, 18% en la capa III,  9% en la capa II, 
2% en la capa I.  El número total de neuronas por  1,3 mm
2 
de área cortical fue de 1275 ± 







Figura 16. Células inmunorreactivas a glutamato en la corteza motora de ratón.  
Imagen panorámica (5X) de inmunotinción a glutamato en un ratón normal (a).  Las líneas punteadas en 
negro delimitan el área de estudio y en rojo señalan las áreas inmediatamente anteriores, el área de estudio se 
observa en mayor detalle en b y c.  Ratón normal (b) e infectado con virus de la  rabia por vía intramuscular 
IM (c)  (10x). Células positivas para glutamato vistas  con mayor detalle en la capas V de un ratón normal (d) 
e infectado con rabia (e). La pérdida de glutamato no es tan evidente, pero en el  infectado (e) con más detalle 
(40x),  se observa mayor inmunorreactividad tanto en el neuropilo  (cabeza de flecha) como en los somas 
neuronales (flecha)., DAB-Ni.  Abreviaturas: M1, corteza motora primaria;  M2, corteza motora secundaria; 
Cg; cíngulo.  
Esquema  e imagen tomada  de  referencia  (211) para 




















Tabla 3. Distribución de células glutamatérgicas en la corteza motora de ratones control e infectados por la 
vía intracerebral.  
Cuadro que ilustra en número de células inmunorreactivas para glutamato en las diferentes capas de la corteza 
motora de ratones infectados con virus de la rabia por vía intracerebral (IC)  y sus respectivos controles.  Por 




corteza, cada dato en las capas 
corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores (tres por observador). 
 
Capa 
Muestras de controles Promedio 
No. de 
células 




capa   
Muestras de infectados 
Promedio 
No.  De 
células 
por capa  
% 
celulas 






1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
                                
I 15 14 18 18 13 16±2 1,37% 17 15 10 17 15 15±3 1,13% 0,134 
II 127 133 99 112 116 117±13 10,29% 123 119 115 105 130 118±9 9,01% 0,428 
IIIa 114 107 102 97 102 104±7 9,15% 115 111 106 114 125 114±7 8,68% 0,032 
IIIb  102 91 103 93 82 94±9 8,26% 112 112 100 110 112 109±5 8,31% 0,001 
Va 108 103 103 94 91 100±7 8,75% 121 112 104 116 116 114±6 8,66% 0,026 
Vb 104 90 89 88 78 90±9 7,87% 99 108 97 102 100 101±4 7,70% 0,003 
Vc 102 89 92 99 94 95±5 8,34% 114 100 94 106 120 107±10 8,13% 0,005 
Vd 91 89 87 96 92 91±3 7,97% 119 100 94 104 115 106±10 8,10% 0,000 
VIa 92 93 89 95 79 90±6 7,85% 125 107 107 119 121 115±8 8,81% 0,000 
VIb 101 96 104 113 85 100±10 8,75% 135 115 114 135 143 128±13 9,77% 0,000 
VIc 114 112 120 126 105 115±8 10,11% 145 140 132 135 153 141±8 10,73% 0,001 
































p valor  tratamientos <.0001 
 
 
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
 ** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los infectados 





Tabla 4. Distribución de células glutamatérgicas en la corteza motora de ratones control e infectados por la 
vía intramuscular.  
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para glutamato en las diferentes capas de la corteza 
motora de ratones infectados con virus de la rabia por vía intramuscular  (IM) y sus respectivos controles.  Por 




corteza, cada dato en las capas 






















1 2 3 4 5     1 2 3 4 5       
I 29 22 13 19 24 21±6 2% 53 27 28 22 47 35±14 2% 0,000 
II 126 137 118 84 123 118±20 9% 181 119 140 105 180 145±35 9% 0,000 
IIIa 137 135 123 136 107 127±13 10% 159 121 122 153 143 143±21 9% 0,002 
IIIb 123 119 108 111 140 120±13 9% 175 128 129 185 153 153±26 9% 0,000 
Va 139 145 98 111 101 119±22 9% 190 148 132 154 175 160±23 10% 0,000 
Vb 116 81 85 93 108 97±12 8% 159 173 109 102 175 144±35 9% 0,000 
Vc 108 103 78 77 101 93±12 7% 128 129 108 97 137 120±17 7% 0,000 
Vd 92 103 82 70 97 89±13 7% 115 132 104 116 112 116±10 7% 0,000 
VIa 105 117 84 74 114 99±19 8% 142 139 102 113 132 126±17 8% 0,000 
VIb 118 137 113 95 141 121±19 9% 153 160 116 141 139 142±17 9% 0,000 
VIc 136 128 144 114 180 140±25 11% 168 220 147 159 165 172±28 11% 0,000 
VId 125 134 127 140 131 131±6 10% 185 184 155 157 111 158±30 10% 0,000 
 
Totales 1354 1358 1174 1123 1366 *1275±117 100% 1807 1740 1389 1418 1711 **1613±195 100% 
  
p valor tratamientos <.0001 
 
 
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
 ** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los infectados 
respecto a los controles.   
5.2.4 Distribución de neuronas inmunorreactivas a glutamato en la corteza  
somatosensorial.  
A simple vista se observó una distibución uniforme de glutamato en la corteza 
somatosensorial tanto en los animales control como en los infectados por las dos vías  
excepto en la capa I en donde se observaron pocas neuronas (figura 18a-c),  tal como 
sucedió en los análisis de corteza motora. En la capa V se visualizaron neuronas 
piramidales con morfología de soma piramidal y unas pocas con morfología ovoide, pero 
esto fue más notorio en los controles (figura 17). Al observar el inmunomarcaje se notó 
pérdida de tinción tanto en los somas como en el neuropilo de los infectados tanto a nivel 
de los somas neuronales como en el neuropilo (figura 18d-e), contrario a lo observado en la 
corteza motora en donde se notó aumento.  
 
Cuando se realizaron los conteos neuronales se logró comprobar que la distribución de 
neuronas Glu+ no era uniforme y que el mayor porcentaje neuronal se presentaba hacia las 
capas inferiores o infragranulares como sucedió con la corteza motora. Los porcentajes por 
capas en ratones control inoculados por la vía IC fueron 31% en la capa VI, 31% en la capa 
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V, 11% en la capa IV, 11% en la capa en la capa III, 12% en la capa II y 3% en la capa I. 
Los porcentajes de neuronas en los infectados fueron 31% en la capa VI, 30% en la capa V, 
12 en la capa IV, 12% en la capa III, 11% en la capa II y 4% en la capa I. El promedio de 
neuronas por 1mm
2
 de corteza fue de 1349±46 en los infectados y de 1118±70 en los 
infectados,  p <.0001 (cuadro 5).  
 
Los animales inoculados por la vía IM (tabla 6) presentaron un porcentaje neuronal por 
capa del 34% para la capa VI, 30% para la capa V, 12% para la capa IV, 10% para la capa 
III, 12% para la capa II y 10% para la capa I. Los porcentajes por capa para los infectados 
fueron de 34% para la capa VI, 30% para la capa V, 11% para la capa IV, 11% para la capa 




1373±45 en los controles y de  1143±60 en los infectados, p <.0001 (tabla 6). 
 
Al evaluar los cambios del glutamato en la corteza somatosensorial,  fue posible observar y 
cuantificar cambios en la formación hipocampal, específicamente en el giro dentado, en 
donde se observó y se midió la pérdida de inmunorreactividad en las neuronas granulares 
para el grupo de animales infectados por la vía IM, p=0,008 (figura 18) y (tabla 7). 
 
Tabla 5. Distribución de células glutamatérgicas en la corteza somatosensorial de ratones control e infectados 
por la vía intracerebral. 
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para glutamato en las diferentes capas de la corteza 
somatosensorial  de ratones infectados con virus de la rabia por vía intracerebral (IC)  y sus respectivos 




corteza, cada dato en las 
capas corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores (tres por observador). 
 
Capa 




















1 2 3 4 5   1 2 3 4 5   
I 38 43 43 40 41 41±2 3,03% 40 41 50 38 43 42±5 4% 0,186 
II 149 154 159 172 174 161±11 11,96% 120 133 108 125 129 123±10 11% 0,000 
III 137 145 168 163 158 154±13 11,43% 106 139 127 139 136 129±14 12% 0,000 
IV 149 151 166 152 151 154±7 11,40% 137 132 125 134 166 139±16 12% 0,001 
Va 183 165 189 165 164 173±12 12,83% 113 135 141 157 134 136±16 12% 0,000 
Vb 123 146 128 113 113 125±14 9,23% 83 80 131 83 86 92±21 8% 0,000 
Vc 104 97 161 119 117 120±25 8,86% 104 98 102 119 115 108±9 10% 0,018 
VIa 128 121 159 118 118 129±17 9,56% 102 125 127 156 119 126±20 11% 0,312 
VIb 153 159 106 174 178 154±29 11,41% 128 102 120 116 148 123±17 11% 0,000 
VIc 118 140 106 166 165 139±27 10,30% 99 86 103 87 132 102±19 9% 0,000 
                Totales  1281 1322 1384 1382 1378 *1349±46 100,00% 1030 1069 1133 1153 1208 **1118±70 100% 
  
p valor tratamientos <.0001 
 
 
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
 ** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los controles respecto 
a los infectados.  
65 
 
Tabla 6. Distribución de células glutamatérgicas en la corteza somatosensorial de ratones control e infectados 
por la vía intramuscular. 
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para glutamato en las diferentes capas de la corteza 
somatosensorial  de ratones infectados con virus de la rabia por vía intramuscular  (IM) y sus respectivos 




corteza, cada dato en las 
capas corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores (tres por observador). 
 
Capa 






















1 2 3 4 5   1 2 3 4 5   
I 25 22 20 23 21 22±2 2% 23 21 19 20 25 22±3 2% 0.401 
II 169 177 190 166 155 171±13 12% 135 117 123 139 124 128±9 11% 0.000 
III 143 132 110 133 136 131±12 10% 134 118 124 135 118 126±8 11% 0.000 
IV 181 171 154 161 173 168±11 12% 122 123 144 147 117 131±14 11% 0.000 
Va 166 163 140 149 152 154±11 11% 111 139 136 108 142 127±16 11% 0.000 
Vb 133 151 158 116 115 135±20 10% 112 114 109 110 101 109±5 10% 0.000 
Vc 133 128 108 127 153 130±16 9% 110 115 126 110 88 110±14 10% 0.000 
VIa 171 144 110 140 128 138±22 10% 128 119 108 112 119 117±8 10% 0.000 
VIb 156 160 155 176 156 160±9 12% 135 136 155 126 121 135±13 12% 0.000 
VIc 148 164 176 173 155 163±12 12% 128 131 175 161 100 139±30 12% 0.000 
                
Totales 1425 1413 1321 1363 1342 *1373±45 100% 1138 1133 1219 1169 1054 **1143±60 100% 
  
P valor tratamientos <.0001 
 
 
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
 ** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los controles respecto 





Figura 17. Celulas inmunorreactivas a glutamato en la corteza somatosensorial.   
Imagen panorámica (5X) de inmunotinción a glutamato en un ratón  normal (a).  Las líneas punteadas en 
negro delimitan el área de estudio que se observa en mayor detalle en b y d. Ratón normal (b)  e infectado con 
virus de la  rabia por vía intracetrebral (c)  (10x). Células positivas para glutamato vistas  con mayor detalle 
en las capas IV y  V de un ratón normal (d) e infectado con rabia (e).  A simple vista no es tan evidente la 
pérdida de inmunorreactividad, pero en el  infectado (e) con mayor detalle (40x)  se observa disminución de 
inmunotinción  en el neuropilo  (flecha corta) como en los somas neuronales (flecha larga). Los asteriscos 
indican sitios de vasos sanguíneos, DAB-Ni. Abreviaturas: LPtA, corteza de asociación parietal lateral; S1Tr, 
región del tronco de la corteza somatosensorial; MpTA, corteza de asociación medial parietal; RSA, Corteza 
agranular retrosplenial.  
Esquema e imagen tomados de referencia (211) para 























Figura 18. Celulas inmunorreactivas a glutamato en el hipocampo de ratón.  
Distribución de glutamato en el hipocampo de un ratón control (a) e infectado con virus de la rabia por vía 
intramuscular  (b).  Imágenes reconstruidas a partir de programa Mosaic J, Objetivo 5X. Con mayor detalle se 
observa el giro dentado de un ratón control (c) respecto al infectado (d); en el infectado  se observa menor 
inmunorreactividad en la capa granular  20x. Dab-Ni. Abreviaturas y números: CA1-CA4, cuerno de amon 1-
4; 1, capa polimórfica del hipocampo; 2, capa molecular del hipocampo; 3 con flecha, capa piramidal del 
hipocampo; 4, capa molecular del giro dentado; (5), capa polimorfa del giro dentado; 6 con flecha capa de 
células gránulo del giro dentado. 
 
Tabla 7. Densitometría del giro dentado en ratones inoculados por la vía intramuscular. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias (densitometría óptica) de la inmunotinción de 
glutamato en la capa de células gránulo el giro dentado. Las lecturas se realizaron a través de la cuantificación 
de la transmitancia de luz mediante el programa Image J.  
 
Muestra Valores promedio  escala de luz 
transmitida controles Rango (0-255) 
Valores promedio  escala de luz transmitida 
Infectados Rango (0-255) 
p valor  
1 111,755±10,22 125,98±14,8 
0,008 
2 109,732±1,99 150,537±4,1 
3 102,068±5.26 113,954±0,6 
4 105,412±4,19 119,192±0,7 
5 110,033±3,62 130,261±9,9 
Promedio 107,800±1,50 132,250±5,8 
5.2.5 Relación de la distribución de glutamato en la corteza motora y 
somatosensorial por las dos vías de inoculación  
Los efectos sobre el glutamato variaron según el área cortical evaluada y ligeramente según 
la vía de inoculación. En  la figura 19 se observa que el número de neuronas 
inmunorreactivas a glutamato (ir-Glu) es mayor en la corteza somatosensorial, asi mismo se 
observa que a nivel de la corteza motora aumenta el número de neuronas inmunorreactivas 
en los animales infectados por las dos vías de inoculación pero a nivel de la corteza 
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somatosensorial este número disminuye respecto a los controles. Es posible notar que los 
ratones inoculados por la vía IM  presentaron un mayor aumento en el número de neuronas 
ir-Glu respecto a los ratones inoculados por la vía IC, mientras que en el área 
somatosensorial los efectos fueron similares. Esto se corrobora con la información obtenida 
en las tablas 3 al 6 en donde se observa que el número de neuronas ir-Glu aumentó 173 por 
1,3 mm
2 
de corteza motora en los ratones infectados por la vía IC, mientras que para  la vía 





Figura 19. Relación de la distribución de glutamato en las diferentes áreas corticales.   
Gráfico que ilustra el comportamiento del glutamato en las áreas corticales de estudio en los animales control 
e infectados con el virus de la rabia, mediante las dos vías de inoculación (IC e IM). Cada barra relaciona el 
número de neuonas Glu+  y su respectiva desviación estándar.   
5.2.6 Distribución de neuronas inmunorreactivas a GABA en la corteza motora 
En los análisis cualitativos de todos los grupos evaluados se observó una distribución 
uniforme de GABA a través de todas las capas corticales, excepto en la capa I en donde se 
notaron pocos somas neuronales, tal y como sucedió con el glutamato. Estas neuronas 
presentaron diversos tamaños y formas de sus somas siendo éstos irregulares, 
isodiamétricos y en algunos casos fusiformes (figura 20).  
 
Al realizar los conteos en los animales inoculados por  la vía IC se logró comprobar que el 
mayor porcentaje neuronal se encontraba hacia las capas inferiores tanto en controles como 
en infectados. Los porcentajes por capas fueron de 29% para la capa VI, 38% en la capa V, 
19% en la capa III, 9% en la capa II y 5% en la capa I. Los porcentajes en infectados fueron 
32% en la capa VI, 32% en la capa V, 18% en la capa III, 11% en la capa II y 7% en la 
capa I (tabla 8). El promedio total de neuronas por 1,3 mm
2 
de corteza fue de 481±39 en los 

































































Los conteos neuronales en animales inoculados por la vía IM (controles e infectados) 
mostraron variaciones en la distribución neuronal con relación a la vía IC. Aquí la capa VI 
no presentó la mayor densidad neuronal, ésta le correspondió a la capa V (tabla 9),  sin 
embargo, el porcentaje de distribucion neuronal se mantuvo entre controles e infectados, 
siguiendo lo observado en la vía IC de GABA y en las dos vías de glutamato para las dos 
cortezas evaluadas  (motora y somatosensorial). El porcentaje de neuronas por capa fue de 
23% para la capa VI, 36% para la capa V, 19% para la capa  III, 11% para la capa II y 11% 
para la capa I.  El porcentaje para los infectados fue de 26%  para la capa VI, 35% para la 
capa V, 18% para la capa III, 10% para la capa II y 11% para la capa I.   El promedio total 
de neuronas en 1,3mm
2 
 fue de 298±13 para los controles y de 200±7 para los infectados, 





Figura 20. Células inmunorreactivas a GABA en la corteza motora de ratón.  
Coloración DAB y transformación a escala de grises para análisis morfométricos,  mediante programa Image 
J.  Ratón normal (a) e infectado con virus de la rabia (b) por vía intrasmuscular, 10x. (c) Mayor detalle de (a) 
en donde se observan neuronas fusiformes (flecha), isodiamétricas (cabeza de flecha) e irregular (estrella), 
40x. (d) Mayor detalle de (b) en donde se observa pérdida de inmunotinción en las neuronas de menor tamaño 















Tabla 8. Distribución de células GABAérgicas en la corteza motora de ratones control e infectados por la vía 
intracerebral. 
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para GABA en las diferentes capas de la corteza 
motora de ratones infectados con virus de la rabia por vía intracerebral (IC) y sus respectivos controles.  Por 




corteza, cada dato en las capas 
corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores. 
 
Capa 




por capa  
% celulas 
por capa   
Muestras de infectados 
Promedio 
No.  De 
células 
por capa  
% celulas 
por capa  
p valor 
una 
cola  1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
                                
I 23 14 36 25 27 25±8 5,20% 12 10 13 19 18 14±4 6,10% 0,000 
II 55 40 52 34 35 43±10 8,98% 30 19 25 19 12 21±7 8,90% 0,000 
IIIa 48 44 54 32 37 43±9 8,96% 25 15 21 20 13 19±5 8,02% 0,000 
IIIb 42 46 67 30 47 46±13 9,63% 15 12 21 19 14 16±4 6,98% 0,000 
Va 52 48 47 53 42 48±5 10,06% 18 14 21 13 18 17±3 7,12% 0,000 
Vb 57 58 40 44 58 51±9 10,68% 21 21 20 15 16 19±3 7,88% 0,000 
Vc 55 45 40 55 47 48±6 10,06% 17 17 19 16 18 17±1 7,37% 0,000 
Vd 41 47 23 33 38 36±9 7,56% 9 13 13 6 16 11±4 4,83% 0,000 
VIa 22 21 45 21 22 26±11 5,44% 18 13 17 15 17 16±2 6,78% 0,000 
VIb 45 24 37 53 26 37±12 7,69% 20 9 17 18 20 17±4 7,12% 0,000 
VIc 36 34 32 47 37 37±6 7,73% 15 9 19 15 18 15±4 6,44% 0,000 
VId 36 43 26 39 48 38±8 7,98% 21 12 18 20 15 17±4 7,29% 0,000 
Totales 514 463 498 466 465 *481±39 100,00% 261 191 268 236 224 **236±31 100,00% 0,000 
 
 
p valor tratamientos <.0001 
 
  
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los controles respecto 






Tabla 9. Distribución de células GABAérgicas en la corteza motora de ratones control e infectados por la vía 
intramuscular.  
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para GABA en las diferentes capas de la corteza 
motora de ratones infectados con virus de la rabia por vía intramuscular (IM)  y sus respectivos controles.  Por 




corteza, cada dato en las capas 
corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores. 
 
Capa 
Muestras de controles Promedio 
No. de 
células 
por capa  
% 
celulas 
por capa   
Muestras de infectados 
Promedio 
No.  De 
células 
por capa  
% celulas 




cola  1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
                
I 35 31 31 35 37 34±3 11% 26 23 25 19 21 22±3 11% 0,000 
II 29 29 28 29 45 32±7 11% 19 22 20 16 22 20±3 10% 0,000 
IIIa 28 26 28 23 28 26±2 9% 15 19 20 17 21 18±3 9% 0,000 
IIIb 31 28 25 34 29 29±3 10% 18 19 17 16 20 18±1 9% 0,000 
Va 25 31 26 33 26 28±3 9% 23 18 19 15 16 18±3 9% 0,000 
Vb 30 26 24 34 25 28±4 9% 16 18 17 17 18 17±1 9% 0,000 
Vc 28 28 23 26 24 26±2 9% 19 18 18 18 16 18±1 9% 0,000 
Vd 25 29 27 25 26 26±2 9% 19 20 17 17 18 18±1 9% 0,000 
VIa 22 23 18 22 23 22±2 7% 15 16 16 17 15 16±1 8% 0,000 
VIb 17 22 17 19 15 18±3 6% 13 15 15 19 16 16±2 8% 0,053 
VIc 14 16 15 16 16 15±1 5% 11 14 9 11 12 11±2 6% 0,000 
VId 12 15 16 16 14 15±2 5% 9 9 7 9 10 9±1 4% 0,000 
        
  
       
Totales 296 302 277 310 306 *298±13 100% 199 210 199 190 203 **200±7 100%   
 
p valor tratamientos <.0001 
 
        
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los controles respecto 
a los infectados.  
5.2.7 Distribución de neuronas inmunorreactivas a GABA en la corteza 
somatosensorial. 
La morfología de las neuronas GABA+ en la corteza somatosensorial fue similar a la 
observada en la corteza motora pero las neuronas fusiformes fueron más escasas. A pesar 
de que las neuronas GABA+ se distribuyeron por todas las capas a simple vista se notó una 
mayor densidad de neuronas GABA+ en los infectados (figura 21d-e) tanto en el objetivo 
de 10x como en campos al azar captados con el de 40x (figura 21f-g).  Estas observaciones 
se corroboraron con los conteos neuronales, en donde se obtuvo un promedio de 208±29 
neuronas por mm
2
 de área en los controles y de 281±22 en los infectados, p <.0001 (tabla 
10). Los porcentajes por capa para los animales control fueron: 22%  en la capa VI, 30% en 
la capa V, 9% en la capa IV, 12% en la capa III, 16% en la capa II y 11% en la capa I. Los 
porcentajes en los infectados por capa fueron de 18% para la capa VI, 32% para la capa V, 
9% para la capa IV, 11% para la capa III, 19% para la capa II y 11% para la capa I (tabla 
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10). En ambos grupos de trabajo controles e infectados se presentó un mayor porcentaje 
neuronal hacia las capas inferiores.  
 
En los animales inoculados por la vía IM también se observó aumento de neuronas GABA+ 
a nivel de la corteza somatosensorial, lo que después se corroboró con los conteos en donde 
se obtuvo un promedio de 187±20 neuronas por mm
2 
y 255±12 en los infectados, p <.0001, 
(tabla 11). Los promedios por capa en controles fueron del 22% en la capa VI, 30% en la 
capa V, 8% en la cpa pa IV, 12% en la capa III, 16% en la capa II y 11% en la capa I. Los 
porcentajes de neuronas en los infectados fueron 18% para la capa VI, 32% para la capa V, 
9% para a capa IV, 11% para la capa III, 19% para la capa II y 11% para la capa I. (tabla 
11). 
 
Tabla 10. Distribución de células GABAérgicas en la corteza somatosensorial de ratones control e infectados 
por la vía intracerebral. 
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para GABA en las diferentes capas de la corteza 
somatosensorial de ratones infectados con virus de la rabia por vía intracerenbral (IC)  y sus respectivos 




corteza, cada dato en las 
capas corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores. 
 
Capa 






















1 2 3 4 5   1 2 3 4 5   
I 31 19 15 28 21 23±6 11% 28 39 22 35 32 31±6 11% 0,005 
II 47 15 22 47 34 33±14 16% 55 38 54 56 59 52±8 19% 0,000 
III 25 20 22 26 29 24±3 12% 23 35 35 31 28 30±5 11% 0,008 
IV 17 15 18 21 26 20±4 9% 25 22 27 28 28 26±2 9% 0,003 
Va 20 19 23 30 21 23±4 11% 29 39 22 28 32 30±6 11% 0,002 
Vb 27 18 16 27 22 22±5 10% 28 38 27 33 38 33±5 12% 0,000 
Vc 21 18 14 18 18 18±3 9% 25 21 27 27 34 27±4 10% 0,000 
VIa 14 15 16 14 22 16±4 8% 19 11 29 26 29 23±8 8% 0,003 
VIb 16 19 19 12 16 16±3 8% 18 10 15 18 22 17±4 6% 0,406 
VIc 13 12 16 10 13 13±2 6% 12 13 11 13 11 12±1 4% 0,213 
                
Totales  230 172 180 233 224 *208±29 100% 263 267 268 294 312 **281±21 100% 
  
p valor tratamientos <.0001 
 
          
*   Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: H: El número de neuronas es mayor en las capas de los infectados 






Tabla 11. Distribución de células GABAérgicas en la corteza somatosensorial de ratones control e infectados 
por la vía intramuscular. 
Cuadro que ilustra el número de células inmunorreactivas para GABA en las diferentes capas de la corteza 
somatosensorial de ratones infectados con virus de la rabia por vía intramuscular  (IM)  y sus respectivos 




corteza, cada dato en las 
capas corresponde al promedio de 6 conteos realizados por dos observadores. 
 
Capa 
















cola 1 2 3 4 5   1 2 3 4 5   
I 19 23 21 26 22 22±3 12% 26 35 22 26 20 26±6 10% 0,084 
II 28 31 41 27 30 31±6 17% 31 35 43 38 40 37±5 15% 0,007 
III 10 23 20 18 25 19±6 10% 23 22 26 24 32 25±4 10% 0,012 
IV 13 21 23 19 15 18±4 10% 23 31 27 23 27 26±3 10% 0,000 
Va 13 20 19 13 10 15±4 8% 31 21 33 22 26 27±5 10% 0,000 
Vb 14 18 13 18 19 16±2 9% 20 35 27 25 30 28±6 11% 0,000 
Vc 18 34 28 20 22 25±7 13% 22 37 31 32 43 33±8 13% 0,006 
VIa 18 17 24 17 16 18±3 10% 31 28 22 31 24 27±4 11% 0,001 
VIb 21 12 11 13 13 14±4 7% 22 19 10 16 11 16±5 6% 0,246 
VIc 7 8 7 8 8 8±1 4% 13 9 8 12 10 10±2 4% 0,002 
                
Totales  162 209 208 178 180 *187±20 100% 241 271 249 249 264 **255±12 100% 
  
p valor tratamientos <.0001 
                 
*  Número promedio del total de células Glu+ en animales control. 
** Número promedio del total de células en animales infectados  
En rojo se resaltan los valores estadísticamente significativos H: El número de neuronas es mayor en las capas de los infectados 





Figura 21. Células inmunorreactivas a GABA en la corteza somatosensorial de ratón y en el hipocampo.  
Coloración DAB y transformación a escala de grises para análisis morfométricos mediante programa Image J. 
(a) Panorámica indicando la distribución de GABA en la neocorteza (nivel somasensorial) y arquicorteza 
(hipocampo). (b) Mayor detalle de GABA en el hipocampo y (c) transformación de imagen (b) a escala de 
grises, nótese la distribución de neuronas GABAérgicas en la capa molecular (estrella) y en la plexiforme  
(cabeza de flecha). (d)  Ratón normal (inoculado con vehículo IC).  (e) Ratón infectado con virus de la rabia 
por vía (IC) en donde se observa mayor tinción de las células respecto a (d). Al observar con mayor detalle a 





















5.2.8 Relación de la distribución de GABA en la corteza motora y somatosensorial 
por las dos vías de inoculación 
Los efectos del virus sobre el número de neuronas inmunorreactivas a GABA variaron 
según el ára cortical y ligeramente según la vía de inoculación tal y como sucedió con la 
distribución de glutamato. En ambas vías de inoculación se observó que el número de 
neuronas inmunorreactivas a  GABA (ir-GABA) disminuye en la corteza motora pero 
aumenta en la corteza somatosensorial (figura 22). La figura ilustra que el número de 
neuronas GABA+ es mayor en la corteza motora por cualquiera de las dos vías de 
inoculación, pero al comparar los controles de inoculación en las dos vías logra percibirse 
el aumento significativo en los animales inoculados por la vía IC. A nivel de la corteza 
motora es posible notar que la disminución de neuronas ir-GABA es mayor en los animales 
inoculados por la vía IC, pero a nivel de la corteza somatosensorial los efectos fueron 
similares, tal y como sudedió con el glutamato. Esto se corrobora en los tablas  8 al 11 en 
donde logra observarse que se perdieron 245 neuronas GABA+ en la corteza motora de los 
animales infectados por cada 1,3 mm
2 
de área respecto a 118 neuronas de animales 
infectados por la vía IM por cada 1,3 mm
2 
de área.  
 
 
Figura 22. Relación de la distribución de GABA en las diferentes áreas corticales.  
Gráfico que ilustra el comportamiento de GABA  en las áreas corticales de estudio de los animales control e 
infectados con el virus de la rabia, mediante las dos vías de inoculación (IC e IM). Cada barra relaciona el 
número de neuronas GABA+  y su respectiva desviación estándar.  
5.2.9 Glutamato en cerebelo. 
Al observar los cortes de cerebelos marcados para glutamato se notó que el aminoácido 
presentó una fuerte  distribución en la capa granular (figura 23) y en la sustancia blanca a 
nivel de los núcleos profundos tanto en controles como en infectados.  Sin embargo, al 













































inmunorreactividad débil a glutamato, la cual se hizó mas intensa en los cerebelos de 
animales infectados.   
 
A simple vista  se logró notar mayor inmunorreactividad en la capa granular del cerebelo de 
los animales infectados por las dos vías de inoculación respecto a los controles de cada 
grupo (figura 23). Estas observaciones se corroboraron con las lecturas de las 
transmitancias de luz (menor trensmitancia de luz mayor inmunorreactividad), que siempre 
fueron mayores en los grupos control con relación  a los infectados (tablas 12 y 13). A 
pesar de las altas diferencias entre controles e infectados por las dos vías de inoculación 
solo se hallaron cambios estadísticamente significativos para los animales infectados por la 
vía IM p <0.001 (tablas 12 y 13).  
 
No fue posible distinguir un límite de la marcación de los núcleos profundos que permitiera 
separar la inmunotinción de la sustancia blanca y el tallo cerebral usando como marcador 
antiglutamato (figura 23a),  por esta razón se descartaron las mediciones densitométricas.  
 
Tabla 12. Densitometría de glutamato en las folias cerebelares de ratones inoculados por la vía IC. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de glutamato en las folias 
cerebelares de animales control e infectados. 
 
Muestras  Folias  Transmitancia de luz controles  Transmitancia de luz Infectados 
IC 
1 
6 131,886 77,917 
7 161,163 90,456 
9 196,428 60,615 
2 
3 157,293 112,966 
6 147,29 60,087 
7 158,468 114,326 
3 
6 161,12 130,656 
7 160,087 93,135 
8 163,995 130,138 
4 
6 135,936 123,252 
7 133,375 106,396 
8 144,419 105,875 
5 
6 171,341 110,022 
6b 181,676 123,729 
7 168,164 97,647 
Totales Promedio 158,18 102,48 






Figura 23. Células positivas para glutamato en el cerebelo de ratón.  
(a) Imagen panorámica de glutamato en el cerebelo de un ratón normal (5x), aquí se logra observar la 
marcación positiva de los núcleos profundos,  pero no es posible separarlos o clasificarlos (flecha);  la capa 
molecular (estrella) se observa con mayor detalle en (a1)  y la granular (rayo), en (a2). Folia 6 del cerebelo de 
un ratón normal (b) e infectado con rabia por vía intramuscular (c), reconstrucción a partir de dos imágenes en 
Mosaic J, 10x; nótese el aumento de inmunorreactividad  a glutamato en la capa granular  del infectado. Las 
franjas en rojo se observan con mayor detalle en  d y e. En el control (d)  con mayor aumento 40x se nota 
marcación débil de los somas y núcleos de algunas células de Purkinje (cabeza de flecha)  que también se 

























Tabla 13. Densitometría de glutamato en las folias cerebelares de ratones inoculados por la vía IM. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de glutamato en las folias 
cerebelares de animales control en infectos con rabia por vía intracerebral (IM). 
 
Muestra Folia 
Transmitancia de luz 
controles 
Transmitancia de luz infectados 
IM 
1 
8Cb 201,468 170,362 
6Cb 182,103 131,802 
3Cb  177,468 145,822 
2 
7Cb  208,607 132,84 
6Cb 197,813 94,78 
8Cb  223,862 137,496 
3 
4&5 197,588 153,024 
8Cb  186,286 102,807 
9Cb 205,498 156,537 
4 
4&5Cb 227,056 159,045 
6Cb 178,72 122,948 
9Cb 196,462 136,15 
5 
3Cb  198,686 152,814 
6Cb 156,118 106,086 
9Cb 189,528 123,767 
Totales Promedio 195,151 135,085 
p <0.001 SD 18,095 22,096 
5.2.10 GABA en cerebelo 
En el cerebelo de los ratones control de los dos grupos de inoculación se observó tinción 
positiva para GABA a nivel de la capa molecular y de unas pocas células de Golgi de la 
capa granular (figura 12f). Esta marcación no se observó en nínguno de los grupos de 
animales infectados; aquí el inmunomarcaje disminuyó drásticamente (figuras 12f y 24). 
 
Al comparar las folias de los animales controles e infectados por las dos vías de 
inoculación, se observó la pérdida drástica de inmunorreactividad de GABA a nivel de la 
capa molecular (figura 24), esta pérdida se cuantificó con las medidas de densidad óptica, 
sin embargo los cambios solo fueron estadísticamente significativos para la vía IM p= 
0.0022 (cuadros14 y 15).  La inmunorreactividad de GABA en los núcleos profundos fue 
difusa y se presentaron las mismas dificultades de análisis que en la marcación con 







Figura 24. Células positivas para GABA en el cerebelo de ratón.  
(a). Imagen panorámica de GABA en el cerebelo de un ratón normal, 10x (reconstrucción a partir de varias 
imágenes mediante el programa image J -plugin mosaic J, la marcación de los núcleos profundos (flecha) es 
menor respecto al glutamato (véase figura 23); la capa molecular (estrella) se observa con mayor detalle en 
(a2) y la granular (asterisco) en (a1). Folia 9 del cerebelo en un ratón control (b) e infectado con rabia (c).  
Nótese la pérdida notoria de inmunorreactividad en el infectado, 10x. DAB-Ni.  
 
 












Tabla 14. Densitometría de GABA en las folias cerebelares de ratones inoculados por la vía IC. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de GABA en las folias 
cerebelares de animales control en infectos con rabia por vía intracerebral (IC). 
 
Muestra Folia Transmitancia de luz controles  
Trasmitancia de luz 
infectados   
129 (285) 
6 153,872 135,762 
7 134,254 142,123 
9 118,866 136,324 
120 (301) 
3 96,42 102,734 
6 105,364 114,427 
7 112,255 108,72 
194 (302) 
6 106,798 104,683 
7 90,896 101,038 
8 112,78 109,286 
187 (303) 
6 119,425 113,849 
7 114,571 116,446 
8 109,481 111,3 
195 
6 114,593 88,746 
6b 108,422 99,827 
7 86,657 109,367 
Totales  
p =0.91 
Promedio 112,310 112,975 
SD 16,440 14,766 
 
Tabla 15. Densitometría de GABA en las folias cerebelares de animales inoculados por la vía IM. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de GABA en las folias 
cerebelares de animales control en infectos con rabia por vía intracerebral (IM). 
 
Muestra Folia Transmitancia de luz controles  Trasmitancia de luz infectados 
110 (88) 
8Cb 109,688 117,303 
6Cb 122,382 110,362 
3Cb  128,307 109,513 
111 (176) 
7Cb  130,134 118,207 
6Cb 136,576 113,601 
8Cb  113,479 130,137 
98 (177) 
4&5 112,225 115,736 
8Cb  120,287 141,794 
9Cb 98,46 107,492 
81 (184) 
4&5Cb 123,175 123,031 
6Cb 129,476 137,118 
9Cb 106,019 109,74 
83 (185) 
3Cb  117,74 106,487 
6Cb 135,266 113,15 
81 
 
9Cb 106,346 76,771 
Totales  
p =0.0022 
Promedio 119,304 115,363 
SD 11,070 15,095 
5.2.11 Parvoalbúmina en cerebelo 
La parvoalbúmina se distribuyó a nivel de la capa molecular y de la capa de neuronas 
piriformes tanto en controles como en infectados por las dos vías de inoculación (figura 
25). Sin embargo a simple vista se observó mayor intensidad en el grupo de los animales 
infectados por las dos vías de inoculación (figura 25). Estas observaciones se corroboraron 
por las mediciones de densidad óptica, pero los cambios solo fueron significativos para la 
vía IM p=0,0075 (tablas 16 y17).  
 
La marcación de los núcleos profundos del cerebelo con parvoalbúmina fue clara y 
delimitada,  por lo que a este nivel fue posible realizar mediciones densitométricas de 
animales controles e infectados. Las medidas permitieron corroborar el aumento de 
inmutinción en los animales infectados, pero éste solo fue significativo para la vía IM 
p<0.0001 (tablas 18 y 19), tal y como sucedió con las mediciones densitométricas de 
parvoalbumina y de los otros anticuerpos en las folias cerebelares. 
 
Tabla 16. Densitometría de parvoalbúmina en las folias cerebelares de animales inoculados por la vía IC. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de parvoalbúmina en las folias 
cerebelares de animales control en infectos con rabia por vía intracerebral (IC). 
 
Muestra Folia Transmitancia de luz  controles  Trasmitancia de luz infectados IC  
129 
6 158,899 105,093 
7 132,064 107,313 
9 157,846 137,289 
120 
3 134,548 123,363 
6 134,529 117,384 
7 162,426 129,923 
194 
6 140,223 119,658 
7 142,199 129,137 
8 130,173 127,791 
187 
6 152,138 142,133 
7 161,074 139,379 
8 141,556 154,472 
195 
6 137,476 99,894 
6b 144,822 95,652 
7 139,428 109,006 
Totales 
p =0.4482 
Promedio 144,627 122,499 





Tabla 17. Densitometría de parvoalbúmina en las folias cerebelares de animales inoculados por la vía IM. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción en los núclos profundos de 
parvoalbúmina en los animales control en infectos con rabia por vía intracerebral (IM). 
 
Muestra Folia Transmitancia de luz 
controles  Trasmitancia de luz infectados   
110 
8Cb 138,528 86,171 
6Cb 124,063 117,887 
3Cb  107,421 130,483 
111 
7Cb  115,823 81,686 
6Cb 118,475 114,684 
8Cb  134,747 82,85 
98 
4&5 142,916 126,359 
8Cb  131,026 105,848 
9Cb 120,459 100,499 
81 
4&5Cb 114,309 108,798 
6Cb 119,18 106,776 
9Cb 118,745 105,827 
83 
3Cb  109,711 124,447 
6Cb 152,834 121,505 
9Cb 154,423 100,746 
Totales  
p =0.0075 
Promedio 126,844 107,638 





Figura 25. Células positivas para parvoalbúmina en el cerebelo del ratón.  


















Figura 25. (a) Imagen panorámica de parvoalbúmina (Pv) en el cerebelo de un ratón normal, las tres cabezas 
de flecha en la sustancia blanca señalan los núcleos profundos del cerebelo (1) interpuesto anterior o 
emboliforme, (2) interpuesto posterior o globoso (3) medial o fastifial, 5x. En la mayoría de las folias se nota 
una doble capa de células de Purkinje (conector angular flecha), resultado de efectos por el tipo de corte. En la 
capa granular (a1) se marcan pocos somas neuronales respecto a la molecular (a2), los somas de la capa 
granular corresponden a células de Golgi  y células de Purkinje ectópicas (flecha) o posibles artefactos por 
efectos del corte. (b) folia VI del cerebelo de ratón control y (c) de ratón inoculado por vía IM, 10x; (d) folia 
VII de cerebelo de ratón control y (e) de ratón infectado con virus, 40x. 
  
 
Tabla 18. Densitometría de parvoalbúmina en los núcleos profundos cebelares de ratones inoculados por la 
vía IC. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de parvoalbúmina en las folias 
cerebelares de animales control en infectos con rabia por vía intracerebral (IC). 
 
Muestra Corte Transmitancia de luz controles  Transmitancia de luz infectados   
129 
1 105,787 109,836 
2 104,321 107,546 
3 102 108,456 
120 
1 109,189 110,631 
2 110,325 105,321 
3 106,478 104,451 
194 
1 107,206 109,173 
2 109,578 110,921 
3 110,894 108,564 
187 
1 107,394 104,177 
2 106,471 105,987 
3 110,232 109,521 
195 
1 116,78 95,584 
2 115,21 108,921 
3 101,312 107,322 
Totales  Promedio 108,182 107,094 






Tabla 19. Densitometría de parvoalbúmina en los núcleos profundos cebelares de ratones inoculados por la 
vía IC. 
Datos correspondientes a las mediciones de transmitancias de la inmunotinción de parvoalbúmina en las folias 
cerebelares de animales control e infectos con rabia por vía intracerebral (IM). 
 
Muestra Corte 
Transmitancia de luz 
controles  
Trasmitancia de luz infectados  
110 
1 88,056 81,947 
2 90,413 82,961 
3 93,325 80,367 
111 
1 81,986 78,706 
2 85,624 77,834 
3 87,451 72,546 
98 
1 100,68 67,852 
2 103,57 66,237 
3 105,732 70,247 
81 
1 99,038 69,745 
2 102,659 70,722 
3 97,322 66,561 
83 
1 99,827 74,587 
2 103,261 80,526 
3 105,363 78,601 
Totales 
p=<0.0001 
Promedio 96,287 74,629 
SD 7,845 5,840 
6. DISCUSIÓN 
6.1 Uso de los anticuerpos para GABA y glutamato como marcadores neuronales 
Antes de que fuera posible aplicar la inmunohistoquímica en el estudio de los 
neurotransmisores se requerían los métodos de extracción bioquímica del compuesto a 
partir de una muestra de tejido. Estos métodos aunque arrojan información valiosa no 
cuentan con las ventajas de la inmunohistoquímica como el permitir la localización 
específica de una sustancia buscada a nivel intracelular (13,215). Gracias a los avances en 
las técnicas inmunocitoquímicas realizados por Mathisen y colaboradores (216,217) y 
posteriormente por Hepler (218) hoy en día es posible visualizar aminoácidos que se 
comportan como sustancias neurotransmisoras como es el caso de GABA y glutamato. 
 
Los estudios de inmunocitoquímica, fisiología e inmunomicroscopía electrónica han 
permitido ampliar el conocimiento sobre la función del sistema GABA-glutamato. En la 
neocorteza del gato se ha comprobado que las fibras positivas para glutamato forman 
sinapsis asimétricas (219) y que las positivas para GABA forman sinapsis simetricas (220). 
El primer tipo de sinápsis ha sido claramente asociado a señales excitatorias, cuyas 
conexiones se establecen principalmente con espinas dendríticas (221). El segundo tipo de 
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sinapsis se ha asociado a señales inhibitorias, uniones en donde las conexiones se dan 
principalmente con el pericarion y el arbol dendrítico (220,222).  
 
En el cerebelo de rata se ha determinado que todas las fibras paralelas que llegan a la capa 
molecular y las musgosas que llegan al glomérulo cerebelar son positivas para glutamato y 
establecen sinapsis simétricas (111,223,237). Adicional a esto se ha encontrado que los 
núcleos hacia donde se dirijen las fibras paralelas son positivos para GABA al igual que los 
axones de las células de Golgi en el glomérulo cerebelar (223). Este último hallazgo 
también se ha evidenciado mediante ensayos inmunohistoquímicos con el cerebelo del gato, 
en donde además se halló que ninguna fibra positiva para GABA forma sinapsis asimétricas 
(220).  
 
Los estudios de inmunohistoquímica para GABA y glutamato indican que los anticuerpos 
contra estos dos aminoácidos comúnmente se han utilizado como marcadores de neuronas 
inhibitorias y excitatorias, respectivamente (11,30,218,224). Sin embargo respecto a su uso 
se han generado principalmente tres cuestionamientos: El primero se debe a que el 
glutamato sea el principal precursor del GABA y en algún momento la inmunocitoquímica 
para este aminoácido pueda también ser el reflejo de su rol en las neuronas GABAérgicas 
(230). El segundo  a que la marcación de los anticuerpos contra glutamato y GABA 
comúnmente se observe en el soma y en el núcleo (57,59); un resultado controversial  si se 
tiene en cuenta que la síntesis de los neurotransmisores ocurre en la terminal sináptica (59, 
237). El tercero es con respecto a la glia  porque que los astrocitos también podrían generar 
una tinción positiva para los aminoácidos porque éstos los recapturan, los pueden sintetizar 
y liberar al espacio extracelular de una manera dependiente de calcio, tal y como sucede 
con las neuronas (70,75,76). 
 
El primer cuestionamiento se ha solucionado gracias a ensayos de doble marcación de 
antiGABA y antiglutamato en las cortezas de rata y mono. Aquí se ha encontrado que 
menos del 5% de las neuronas logran marcar con ambos antisueros (224). En las mismas 
dos especies se ha determinado por ensayos de inmunomicroscopía electrónica que las 
fibras positivas para GABA raramente son marcadas para glutamato (111,220,223), por lo 
que se consideran despreciables los errores de interpretación ocasionados por algún tipo de 
reacción cruzada entre los dos anticuerpos (111). El glutamato a pesar de ser el principal 
precursor del GABA, se cataboliza rápidamente en las neuronas GABAérgicas mediante 
una reacción irreversible de la GAD (11), por lo que resulta poco probable su visualización 
inmunohistoquímica en este tipo neuronal. 
 
Algunos autores han planteado que el inmunomarcaje de GABA y glutamato observado en 
el soma y en el núcleo neuronal pueda ser el reflejo del papel metabolico de los dos 
aminoácidos, y que la marcación en los axones refleje su rol  como neurotransmisores (57). 
Tambien se ha considerado que existan vías metabolicas comunes para los dos roles y que 
los dos distintos tipos de marcación observada sea una prueba de ello (59).  
 
A tráves de la inmunomicroscopía electrónica se ha establecido que el inmunomarcaje de 
los anticuerpos para GABA y glutamato en su mayoría se encuentra a nivel vesicular por lo 
cual en distintos estudios se ha considerado que la marcación inmunohistoquímica pueda 
equivaler principalmente a su papel como neurotransmisor (223). Sin embargo por ensayos 
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inmunohistoquímicos se ha determinado que la cantidad de glutamato presente en el soma 
neuronal es similar a la medida en terminales nerviosas (59) y esto podría indicar que lo 
observado en la inmunohistoquímica sea el reflejo de un mismo rol del aminoácido en dos 
compartimentos o de roles distintos. 
 
Como bien se mencionó en la sección 2.3 el glutamato pude tener tres roles, uno como 
neurotransmisor, uno glial y otro metabólico como precursor del GABA por lo que resulta 
difícil considerar que en la inmunohistoquímica solo se refleje el rol como neurotransmisor, 
sin embargo, se han realizado diversos ensayos con el interés de probar que la marcación 
corresponde a este último rol. 
 
En sinaptosomas se ha demostrado que la liberación de glutamato se bloquea despúes de un 
efecto despolarizante tras la inhibición de la glutaminasa activada por fosfato (PAG) (81), 
la principal enzima iinvolucrada en la síntesis del aminoácido como neurotransmisor (59). 
En otro estudio se demostró que tras realizar microinyecciones con un inhibidor de la PAG 
en la superfice pial del cerebro de ratas se pierde la inmunorreactividad a glutamato de una 
manera dependiente de la concentración  del inhibidor, sin afectarse el metabolismo 
neuronal (59,81). Por último en ensayos con rodajas cerebelares se ha encontrado que 
despúes de la estimulación con pulsos de potasio se disminuye drásticamente la 
inmunorreactividad a glutamato en los terminales sinápticos de las fibras musgosas y 
paralelas (111). Estos resultados son evidencias fuertes de que durante los ensayos 
inmunohistoquímicos de glutamato se observa principalmente el rol como neurotransmisor 
del glutamato y que aunque existe un rol metabolico como se menciona en la sección 2.3, 
su umbral de detección es muy bajo y no visible por sí solo mediante microscopía óptica 
(59).  
 
En los estudios de inmunohistoquímica para GABA en cerebro comúnmente se  considera 
que la marcación para el aminoádo es solo el reflejo del rol como neurotransmisor porque 
no se ha demostrado que en condiciones normales el GABA participe como sustrato 
metabólico u oxidable para la obtención de energía (65,111). No obstsante, el GABA es 
sintetizado por dos isoformas de la glutamato descarboxilasa: la GAD 67 que se expresa en 
el soma y la GAD 65 que se expresa cerca las vesículas sinápticas, en parte, por esta razón 
se ha considerado que aproximadamente el 50% de la síntesis de GABA puede ser asignado 
a un rol metabólico y el otro a un rol de neurotransmisor (192). 
 
En el presente trabajo se encontró marcación positiva para GABA y glutamato en los somas 
y núcleos de diferentes grupos neuronales a nivel de la corteza cerebral y del cerebelo tal y 
como se ha descrito en otros estudios de inmunorreactividad para los dos marcadores 
neuronales (11,220,237). Como bien se ha descrito hasta aquí, se han enunciado distintas 
hipótesis que logran explicar de alguna manera la marcación de los anticuerpos en el soma 
neuronal pero el inmunomarcaje a nivel del núcleo no es fácil de interpretar (220), sin 
embargo, algunos autores consideran que la marcación en el núcleo también pueda ser 
reflejo del rol metabolico de los dos aminoácidos (11). Por otro lado, una explicación 
bastante coherente es que la inmunotinción en el núcleo pueda ser producto del  efecto de la 
fijación con aldehídos porque durante ésta los aminoácidos se unen a grupos de -NH2 y las 




Con las evidencias mencionadas sobre los resultados de la inmunohistoquímica para GABA 
y glutamato y de los distintos estudios fisiológicas se da una respuesta lógica  al segundo 
cuestionamiento, al lograrse inferir que durante los inmunoensayos de los aminoácidos se 
puede reflejar tanto el rol metabólico como el de neurotransmisor, sin embargo, en 
condiciones normales, GABA y glutamato actúan principalmente como neurotransmisores 
por lo que la inmunohistoquímica en estas condiciones podría representar principalmente 
este último rol (57-59,65,67).  
 
Existen nuevas evidencias que podrían reforzar el tercer cuestionamiento sobre la posible 
marcación de GABA y glutamato en los astrocitos porque hasta hace poco se consideraba 
que las propiedades GABAérgicas eran exclusivas de las neuronas inhibitorias, pero dos 
estudios recientes han demostrado que los astrocitos tambien pueden presentar tales 
propiedades. McGeer y colaboradores encontraron colocalización de la proteina glial 
fibrilar (GFAP) y la GAD 67 en tejido cerebral de adultos humanos, así como 
colocalización de GFAP con subunidades del receptor GABAA y GABAB y de GFAP con 
la GABA-T (225). Los autores no encontraron algún tipo de marcación positiva para la 
forma GAD 65; resultados que reconfirmaron al realizar cultivos de células astrogliales, 
porque estas células no expresaron RNAm para la GAD 65, pero si para la GAD 67.  
 
Mediante técnicas bioquímicas se ha comprobado que los cultivos de astrocitos pueden 
liberar GABA y glutamato de una manera dependiente de calcio (70). Sin embargo, al 
evaluar la presencia de dos aminoácidos mediante técnicas de luz los resultados no son 
contundentes. Meinecke y colaboradores al trabajar con cerebro de rata encontraron que la 
tinción de GABA es demasiado débil en astrocitos y difícilmente detectable por técnicas de 
luz (226). Bull y Blomqvist lograron visualizar GABA en astrocitos luego de inhibir la 
GABA transaminasa (GABA-T), la principal enzima encargada de su degradación en 
astrocitos (227). Esto podría indicar que el tiempo que el GABA permanece en los 
astrocitos es demasiado corto por lo que resulta necesario inhibir la enzima encargada de su 
degradación, para lograr visualizar el GABA en los astrocitos.  
 
En estudios con cultivos de hipocampo de rata se ha determinado que la tasa de captación 
de GABA en astrocitos es mucho más baja que la medida en terminales nerviosas de 
neuronas (228) y este resultado es de gran interés al reforzar la hipótesis de que las 
neuronas GABAérgicas reciclan con alta frecuencia el GABA (ver sección 2.3) lo que a su 
vez disminuye la posibilidad de su detección en la astroglia (78). Los estudios de GABA en 
rata coinciden con lo reportado para cerebro de humano. Aquí se ha determinado que en 
condiciones normales la concentración de GABA es el reflejo del contenido neuronal al ser 
esta mucho mucho más alta en neuronas que en astrocitos (80).    
 
En los estudios de inmunohistoquímica de glutamato en corteza y cerebelo de mamífero 
comúnmente no se destacan evidencias de marcación en glia o sencillamente se reporta que 
la marcación es demasiado débil o no significativa para realizar una cuantíficación  
(11,30,229). Solo en un estudio realizado por Ottersen y colaboradores se reporta una 
marcación para glutamato en la glia, menor al 10%, en el tallo cerebral de ratas adultas. La 
ausente o escasa marcación del glutamato en los astrocitos puede deberse a que despúes de 
la síntesis de novo (figura 5) el  glutamato se transforme rápidamente a glutamina para 
suplir las demandas de las neuronas excitatorias e inhibitorias. Por otro lado la captura del 
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glutamato por los astrocitos podría ser baja teniendo en cuenta que el aminoácido es el 
precursor del GABA en las neuronas inhibitorias lo que demanda gran parte del mismo 
hacia los dos tipos neuronales.  
 
Las evidencias de técnicas inmnohistoquímicas y de inmunomicroscopía electrónica para 
GABA y glutamato en astrocitos indican que los anticuerpos no son buenos marcadores de 
células gliales a pesar de las evidencias que ubican a los astrocitos como células 
GABAérgicas. Estas evidencias dan una solución al tercer custionamiento y nuevamente 
confirman que los dos anticuerpos son buenos marcadores neuronales. 
6.2 Técnica de fijación y distribución de GABA, glutamato y parvoalbúmina en 
cerebelo.  
Los anticuerpos contra GABA y glutamato se producen generalmente por medio del 
acoplamiento de la molécula de interés a glutaraldehido y a una proteina (218) (figura 26). 
Nosotros trabajamos con antiGABA y antiglutamato producidos por acoplamiento a 
hemocianina y glutaraldehido, sin embargo el solo uso de los complejos de los anticuerpos 
fue insuficiente para la visualización del inmunomarcaje porque los tejidos fijados con solo 
paraformaldehido no produjeron la marcación esperada. Se escogió la mezcla de fijadores 
de paraformaldehido (PFA) al 4% con glutaraldehido (GA) al 0,5% para lograr visualizar 
en un mismo tejido el antígeno rábico así como las neuronas inmunorreactivas para GABA 
y glutamato; un protocolo previamente establecido en el laboratorio (13,209). La mezcla 
PFA al 4% y GA 0,5%- 1% se había estandarizado para la inmunohistoquímica de los 
neurotransmisores en corteza (13,204) pero no para cerebelo.  
 
El uso de sólo PFA como fijador sin el GA no permitió la visualización de GABA y 
glutamato en el cerebelo tal y como sucedió con los ensayos en corteza (13,204), quizá, por 
la forma en que se producen los anticuerpos contra los neurotransmisores (57,218). Otros 
estudios han reportado inmunomarcaje de glutamato, a través de la combinación de PFA 
con distintos compuestos que puedan formar fácilmente enlaces con grupos amino como es 
el caso de la carbodiimida (59,230). Esta condición no se ha reportado para la 
inmunohistoquímica de GABA, en donde al parecer el uso de GA resulta determinante 
(231,232). A pesar de esta cualidad del glutaraldehído los estudios in vitro con rodajas 
cerebrales indican que a través de la fijación por inmersión no es posible retener el total de 
los aminoácidos disueltos; concentraciones de GA al 5% logran retener el 50% del 
glutamato y el 65% del GABA y aunque no se tienen los datos para material  fijado por 
perfusión se considera que la cantidad de material fijado para cada aminoácido es similar 
(11). 
 
El GA puede formar estructuras tridimensionales o tener algún otro tipo de conformación 
con GABA o glutamato gracias a su alta propiedad de entrecruzamientos también conocida 
como cross-linking (233,234). Esta disposición del GA con los aminoácidos neuroactivos 
permite que aumente la posibilidad de detección de los epitopes por los anticuerpos  (figura 
26c), pero el grado de entrecruzamientos disminuye a medida que el GA se encuentra en 
forma polimerizada y esto hace que se produzca marcación inespecífica o ruido de fondo 
(figura 26a). Los polímeros de GA tienden a formarse fácilmente por diversos factores 
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físicos como los cambios en la temperatura (235,236). En este estudio se garantizó el uso 
de GA en forma libre gracias a la filtración en carbono activado y al control de picos en el 
espectro ultravioleta producidos por la presencia de contaminantes (apéndice 10).  
 
 
Figura 26. Gráfico que ilustra las configuraciones del glutaraldehido y su unión con aminoácidos. 
Configuraciones del glutaraldehido en forma libre (a) y polimerizada (b). Ilustración de entrecreuzamientos 
con aminoácidos del glutaraldehido. Tomado de referencias: (218, 235).  
 
Durante los ensayos de estandarización de anticuerpos en cerebelo se obtuvo la marcación 
esperada con concentraciones de 1:2500 para cada uno de los anticuerpos utilizados, sin 
embargo, las neuronas de Purkinje no presentaron una marcación óptima dado que esta fue 
débil o en su mayoría ausente. Este inmunomarcaje débil del GABA en las neuronas 
piriformes se ha reportado por otros autores (11,220,237,238). En los estudios de 
inmunohistoquímica comúnmente se observa que los anticuerpos para GABA presentan 
una alta colocalización con la principal enzima involucrada en su síntesis, la glutamato 
descarboxilasa (GAD), tanto en el soma como en el axón de las células en cesta y 
estrelladas del cerebelo, pero esto no sucede con las neuronas de Purkinje, aquí predomina 
la fuerte marcación de la GAD y la escasa marcación para GABA (237,220).   
 
Existen distintas explicaciones a la baja concentración de GABA en las células de Purkinje; 
una de ellas es que no todas las células de este tipo sean GABAérgicas y sinteticen otro tipo 
de neurotransmisores distintos al GABA (224,239). Ottersen y colaboradores han reportado 
inmunorreactividad de taurina en las neuronas de Purkinje (57) y sus resultados son 
confiables porque potencialmente las células de Purkinje pueden sintetizar la taurina dado 
que la GAD posee actividad de la cisteína sulfinato descarboxilasa la enzima que participa 
en la biosisntesis de la hipotaurina y la taurina (237).     
 
Algunos autores consideran que la baja inmunodetección de GABA en las células de 
Purkinje se debe al proceso de fijación porque durante éste las moléculas de GABA se 
traslocan y pueden hacerse indectectables a la inmunohistoquímica (237). Tal 
interpretación es poco probable porque de lo contrario no se hubiera obtenido una buena 
marcación en los otros tipos celulares positivas como sucedió con la marcación positiva 
para las células de Golgi de la capa granular, así como en células en cesta y estrelladas de la 
capa molecular (figura 11e-g). 
 
Gabbot y colaboradores consideran que la poca inmunodetección de GABA en las neuronas 






de desarrollo en cerebelo de ratas indican que el contenido de GABA en las células de 
Purkinje es alto hasta el día diez postnatal y luego decae. En el día 10 después del 
nacimiento el número de sinapsis aumenta considerablemente y es posible que el 
decaimiento de GABA vaya de la mano con el mayor número de contactos neuronales 
(238) y por ende con una mayor probabilidad de transporte axoplasmático (238).  
 
Con el anticuerpo de GABA no se identificaron otras neuronas GABAérgicas conocidas 
como  células de Lugaro; células fusiformes que se encuentran en el borde de la capa 
granular haciendo contacto con los somas de las células de Purkinje (45,54). En otros 
estudios de anticuerpos para GABA en cerebelo comúnmente se reporta marcación débil o 
no se reporta inmunomarcaje en este grupo celular (11,237,240). La ausencia o escasa 
marcación para GABA en este tipo celular puede explicarse por la hipótesis de Gabbot 
(hipótesis del alto transporte axoplasmático) tal y como se interpretó para las neuronas de 
Purkinje (237), porque del total de fibras inhibitorias que llegan a la capa molecular del 
cerebelo cerca del 30% proviene de las neuronas de Purkinje y el otro 70% probablemente 
de las células de Lugaro (240).  
 
La distribución de glutamato se evidenció según lo esperado, aquí se observó fuerte 
marcación en la capa granular que corresponde claramente a la tinción de células gránulo 
(figura 23) y probablemente al inmunomarcaje de las células en cepillo.  Las células en 
cepillo hacen contactos glutamatérgicos con las fibras musgosas y con las células gránulo 
pero en este estudio no se lograron visualizar, quizá, por la alta densidad del 
inmunomarcaje de las células granulares que probablemente enmascaró la inmunotinción 
de las neuronas con morfología de cepillo (figura 23). Las células gránulo y las células en 
cepillo son glutamatérgicas e inmunorreactivas para la proteína calretinina, aunque en las 
células gránulo esta proteína marca debilmente (53,54).  
 
Con el marcaje de los anticuerpos  para GABA y glutamato no fue posible determinar un 
límite claramente definido de los núcleos profundos a nivel de la sustancia blanca cerebelar 
porque la tinción  positiva se extendía desde la misma hasta el tallo cerebral (figuras 23 y 
24). Este patrón de tinción poco definido de los núcleos cerebelares se ha observado en 
estudios del cerebelo de ratas y humanos (51,239). En los reportes de la literatura sobre el 
uso de anticuerpos para GABA y glutamato en cerebelo no se hace énfasis en la marcación 
de los núcleos cerebelares, quizá, porque se considera que los dos anticuerpos no son 
marcadores adecuados para este grupo de células (237,238).  
 
Gabbot y colaboradores observaron marcación positiva de GABA en los núcleos profundos 
cerebelares de rata, pero al realizar ensayos de inmunomicroscopía electrónica 
determinaron que la marcación correspondía a las terminales axónicas de las células de 
Purkinje (237). Monaghan y colaboradores encontraron que las neuronas de los núcleos 
profundos son fuertemente inmunorreactivas a la aspartato aminotransferasa (enzima que 
cataliza la interconversión de glutamato a aspartato) y que la marcación es superior a la 
observada con marcadores para glutamato y la enzima glutaminasa activada por fosfato 
(51). En los estudios de Kumoi y colaboradores se encontró mayor inmunotinción de 
neuronas positivas para aspartato respecto a las positivas para GABA (241). Estos 
resultados pueden indicar que las neuronas de los núcleos profundos cerebelares pueden 
sintetizar principalmente el aspartato como neurotransmisor o como reserva metabólica 
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para la síntesis de otros neurotransmisores y quizá sea esta una de las razones por la que la 
inmunodetección con los anticuerpos para GABA y glutamato resulte poco eficiente al 
momento de marcar este grupo celular.  
 
Con el interés de probar otro marcador en los núcleos cerebelares en el presente trabajo se 
utilizó un anticuerpo para parvoalbúmina, una proteína tampón de calcio que sirve como 
marcador de células GABAérgicas (54,242). Esta proteína previamente se había evaluado 
por nuestro grupo en estudios de corteza cerebral. El uso del anticuerpo contra 
parvoalbúmina sí permitió obtener una marcación precisa de los núcleos profundos, aquí se 
observó una delimitación por grupos celulares (figura 25). La marcación para 
parvoalbúmina también fue ideal en las células en cesta y estrelladas de la capa molecular, 
pero este, era un resultado esperado porque tales células se caracterizan por poseer una 
fuerte inmunorreactividad a la proteína (1). La marcación en las células de Purkinje con 
parvoalbúmina fue variable sin embargo este fenómeno se ha reportado en estudios con 
otras especies inclusive en el humano (243), por esta razón las mediciones de densidad 
óptica se centraron hacia la capa molecular y no a la de Purkinje. 
6.3 Efectos de la infección rábica sobre la distribución de GABA glutamato y 
parvoalbúmina en cerebelo. 
 
Como se mencionó en la sección 5.2.9 en el presente estudio se encontró marcación 
positiva para glutamato en las neuronas de Purkinje y en la capa molecular pero esta fue 
más intensa en los tejidos de cualquiera de los grupos de ratones infectados por alguna de 
las dos vías de inoculación (figura 23d). Esta marcación más intensa que los controles 
puede ser el resultado de alteraciones en el metabolismo de GABA dado que el glutamato 
es su principal precursor como se mencionó en la sección 2.3. Las alteraciones pueden estar 
asociadas a modificaciones en la glutamato descarboxilasa (GAD), la enzima que 
cataboliza el paso de glutamato a GABA (figura 5). Sin embargo Ladogana y colaboradores 
luego de infectar cultivos neuronales con rabia no reportaron cambios significativos en la 
expresión de la GAD respecto a los cultivos no infectados (12) y hasta el momento este es 
el único reporte que se tiene sobre estudios de la GAD en la infección rábica.  
 
En el presente trabajo se halló aumento de glutamato en la capa granular del cerebelo 
mientras que en la capa molecular se cuantificó pérdida de GABA y aumento de 
parvoalbúmina, pero estos cambios solo fueron significativos para los animales inoculados 
por la vía intramuscular. Estas diferencias pueden atribuirse a la posibilidad de una mayor 
dispersión viral, porque al observar los cerebelos en los grupos de animales infectados por 
las dos vías de inoculación se nota mayor presencia de antígeno viral en los animales 
inoculados por la vía intramuscular (figura 15). Estos resultados coinciden con lo obtenido 
por Tirawatnpong y colaboradores quienes al comparar la distribución de antígeno rábico 
entre cerebros de pacientes con la forma paralítica y encefálica encontraron ligeros 
incrementos de marcación positiva en los cerebelos de pacientes que desarrollaron la forma 
paralítica (244); forma que en el presente estudio equivaldría a la desarrollada por los 




Los animales inoculados por la vía IM  presentaron un mayor tiempo de supervivencia y tal 
situación puede ser una de las causas de la mayor dispersión del virus, en otras palabras, a 
mayor duración de la enfermedad mayor posibilidad de dispersión viral y mayor 
probabilidad de observar cambios bioquímicos.  
 
La pérdida de GABA en la capa molecular del cerebelo (figura 24 y tabla 15) puede ser el 
resultado de la hiperexcitación de las fibras trepadoras provenientes de la oliva cerebelar 
(sección 2.2 y fig 4) porque se ha determinado que el glutamato liberado desde las fibras 
trepadoras además de producir la activación de las neuronas de Purkinje puede producir la 
inhibición de la liberación de GABA de las células en cesta y estrelladas (245). El 
glutamato liberado desde las fibras trepadoras puede escapar a los mecanismos de captura 
de transportadores del neurotransmisor presentes en las regiones perisinápticas de las 
células de Purkinje, y difundirse de manera extrasináptica hasta llegar a los receptores de 
glutamato tipo AMPA presentes en las células en cesta. El glutamato al unirse a los 
receptores presinapticos tipo AMPA de las interneuronas inactiva los canales de calcio y 
bloquea la liberación de GABA desde las interneuronas hacia las células de Purkinje (246), 
y la activación de receptores presinapticos no solo modifica  la liberación de los 
neurotransmisores sino su síntesis (247).  
 
La pérdida de inmunorreactividad a GABA en la capa molecular del cerebelo también 
puede ser resultado de fallas en el circuito existente entre las células de Purkinje, las células 
de Lugaro y las interneuronas de la capa molecular. El axón de las células de Lugaro hace 
contacto con las células en cesta y estrelladas de la capa molecular inhibiéndolas, para 
evitar la sobreinhibición de las mismas sobre las neuronas de Purkinje, a su vez, las 
colaterales axónicas de las células de Purkinje inhiben las células de Lugaro para impedir la 
sobreinhibición de las células estrelladas y en cesta de la capa molecular (54). Si se rompe 
este circuito por ejemplo por la pérdida de inhibición de las células de Purkinje sobre las 
células de Lugaro o por sobreestimulación de las células de Lugaro podría haber una 
sobreinhibición de las interneuronas de la capa molecular que se reflejaría en la pérdida del 
GABA a nivel de la capa. 
 
Por su distribución anatómica las células de Lugaro pueden ser estimuladas por las 
colaterales de las fibras trepadoras, de las fibras musgosas o de las fibras paralelas 
provenientes de las células gránulo. En este estudio se encontró aumento de inmutotinción a 
glutamato en las células gránulo, luego la hipótesis de pérdida de GABA como resultado de 
la sobreestimulación de las células de Lugaro resultaría bastante coherente. 
 
La pérdida del GABA en la capa molecular y el aumento del glutamato en la capa granular 
de los cerebelos infectados puede producir una sobrestimulación de las fibras paralelas 
hacia las interneuronas de la capa molecular por lo que esposible posible que la 
parvoalbúmina se sobreexprese para lograr regular la entrada excesiva de calcio a la célula 
debido a la sobreestimulación del glutamato en sus respectivos receptores. Esta proteína 
tiene la posibilidad de actuar como un excelente buffer de calcio no solo por pertenecer a la 
familia de las CaBPs (242,248) sino por su alta colocalización con receptores tipo NMDA 




Aunque poco se conoce de la función de las CaBPs se considera  que estas proteínas 
pueden jugar un papel activo en la cascada de señalización del calcio, una vía que es 
determinante en los procesos de señalización celular. Esta misma vía puede regular la 
expresión de las proteínas de unión del calcio, por ejemplo, cuando se bloquean los canales 
tipo P en las neuronas de Purkinje disminuye la cantidad de RNAm de calbindina y 
parvoalbúmina (248).  
 
En los animales inoculados por las dos vías de infección también se cuantificó aumento de 
la inmunorreactividad de la parvoalbúmina en los núcleos emboliforme globoso y fastigial 
del cerebelo, pero éste incremento solo fue estadísticamente significativo para la vía 
intramuscular, tal y como sucedió a nivel de las folias cerebelares (tablas 18 y 19). El 
incremento en la inmunorreactividad de la parvoalbúmina a nivel de los núcleos profundos 
cerebelares previamente se ha asociado a la pérdida de conexión con las neuronas de 
Purkinje y por ende a la falta de inhibición tónica, porque al no existir ésta se incrementa el 
flujo de calcio por las sinapsis excitatorias (248). 
 
El incremento en la inmunorreactividad de parvoalbúmina puede reflejar el aumento en la 
expresión de la proteína, un cambio que puede asociarse a la neuroprotección o a la 
degeneración neuronal (54). En este estudio no se encontraron características que se puedan 
atribuir a procesos degenerativos tanto en la corteza como en el cerebelo, quizá, por  la 
técnica utilizada y a los cambios morfológicos difícilmente percibibles que se dan en la 
infección rábica. Mediante la técnica de Golgi (coloración de nitrato de plata y dicromato 
de potasio) nuestro grupo ha reportado cambios importantes en las neuritas de las células 
piramidales de la corteza de ratones inoculados con virus rábico; cambios como 
disminución y adelgazamiento de las ramificaciones en la dendrita apical,  pérdida de las 
espinas y dendrita provista de nódulos en la mayoría de casos (249).  
 
Gracias a las coloraciones de plata y la inmunohistoquímica Xia Quing y colaboradores 
encontraron alteraciones en los procesos neuronales del hipocampo (dendritas y axones) 
tras inocular ratas con virus CVS de modo intracerebral; cambios que fueron acompañados 
de pérdida de inmunorreactividad de la proteína asociada a microtúbulo MAP-2 y de la 
proteína de neurofilamenteo NF-200 (250). Estos resultados podrían indicar que los 
procesos de degeneración neuronal en la rabia pueden estar unidos a la pérdida en la 
integridad del citoesqueleto, un fenómeno que podría alterar el transporte y anclaje de 
moléculas neurotransmisoras, pero hasta el momento no existen estudios que permitan 
relacionar las alteraciones en los procesos neuronales con los cambios en la 
neurotransmisión.  
 
La falta de cambios morfológicos en las células de tejidos infectados con rabia se ha 
reportado por distintos autores y llama la atención que suceda lo mismo con las neuronas de 
Purkinje del cerebelo, las cuales suelen presentar una alta carga de antígeno rábico (251). 
La estabilidad morfológica de las neuronas de Purkinje frente a efectos adversos se ha 
reportado en otros transtornos como en los modelos de ataxia espinocererebelar, cuyo 
fenotipo se obtiene gracias a las alteraciones en un canal de calcio, aquí, se pierde la 
inmunorreactividad de calbindina y parvoalbúmina sin afectarse la supervivencia de las 
neuronas de piriformes o de Purkinje (54). 
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6.4 Distribución de glutamato en la corteza del ratón normal 
La distribución del glutamato en la corteza motora y somatosensorial fue similar, excepto 
para la capa IV porque la corteza motora carece de esta lámina cortical (22). El glutamato 
se observó a través de todas las capas pero se presentó una mayor concentración hacia las 
capas infragranulares (capas V y VI) y luego en la capa III. Esta distribución es similar a la 
observada en las cortezas motora y somatosensorial de rata y ratón (11,252) y en otras 
especies (224,230). Los anticuerpos contra glutamato marcan las células piramidales y las 
no piramidales denominadas células estrelladas espinosas presentes en la capa IV (30), sin 
embargo, mediante la técnica y marcadores utilizados en este estudio no es posible apreciar 
las espinas dendríticas (figura 1) de ninguno de los tipos celulares por lo que solo se 
demarcó claramente la morfología piramidal y en las células glutamatérgicas de la capa IV 
se apreció principalmente la morfología ovoide. 
 
La distinta forma del soma de las neuronas piramidales según el nivel cortical ovoide en la 
corteza motora y triangular de la corteza somatosensorial (figuras 12,13-16,17) puede estar 
asociada con las diferencias funcionales que tienen las neuronas al pasar de una región 
anterior a una más caudal. Con el uso del virus de la rabia como trazador retrógrado, 
Rathelot y colaboradores han identificado que las motoneuronas de la parte más rostral de 
la corteza motora primaria hacen contacto con las interneuronas de la zona intermedia de la 
médula espinal, mientras que las neuronas de la parte más caudal en donde tambien se 
encontraría parte de la corteza somatosensorial se conectan con  las neuronas de la parte 
más ventral de la médula espinal (206). Por la misma técnica también se ha determinado 
que los dos niveles corticales reciben aferencias talámicas provenientes desde los ganglios 
basales y el cerebelo, pero la parte caudal recibe principalmente aferencias talámicas 
provenientes del globo pálido y la rostral del cerebelo. (205).  
6.5 Distribución de GABA en la corteza del ratón normal 
La distribución de GABA en la corteza motora y somatosensorial fue similar. En ambos 
tipos de corteza se observó una mayor distribución de GABA hacia las capas 
infragranulares (V y VI), pero las neuronas GABAérgicas presentaron un ligero incremento 
en el porcentaje neuronal hacia la capa V mientras que en las glutamatérgicas lo mostraron 
hacia la capa VI. En la corteza motora también se observó un incremento en la densidad de 
neuronal a nivel de la capa III, pero en la corteza somatosensorial se presentó  hacia la capa 
II. Estos resultados son simililares a los obtenidos previamente por nuestro grupo (13) y los 
obtenidos por Solberg y colaboradores en la corteza motora de ratón quienes encontraron 
mayor densidad de células GABAérgicas en las capas III y VI (253) y a otros estudios para 
la corteza frontal de rata en donde la mayor densidad neuronal se presentó hacia las capas 
II, V y VI (232).  
 
La distribución de neuronas GABAérgicas varía bastante entre especies y áreas corticales 
contrario a lo que sucede con las neuronas glutamatérgicas. Hendry y colaboradores 
después de evaluar distintas áreas corticales en el mono encontraron mayor densidad de 
células GABAérgicas hacia la capa II y baja densidad hacia las capas V y VI (254). 
Spreafico encontró una distibución uniforme a través de todas las capas de la corteza 
somatosensorial de rata (255). Houser y colaboradores hallaron distribución uniforme de 
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neuronas GABAérgicas en la corteza motora del mono pero a nivel de la corteza 
somatosensorial la tendencia fue hacia las capas II, IV y VI. Estas diferencias en los 
reportes de la distribución de GABA pueden deberse a la dificultad de realizar divisiones en 
las capas corticales y la correlación entre distintas especies (253), pero esto situación no se 
hace evidente para el glutamato quizá porque son menos los reportes de su uso como 
marcador neuronal.  
6.6 Efectos de la infección viral sobre la distribución de glutamato y GABA en la 
corteza motora  
A través de todas las capas corticales de la corteza motora se observó aumento en el 
número de células ir-Glu y disminución en el número de neuronas ir-GABA para los 
animales infectados por cualquiera de las dos vías de inoculación. Este efecto no ocurrió 
con las células glutamatérgicas presentes en la capa I, quizá, porque en esta capa 
comúnmente no se identifican neuronas glutamatérgicas al estar poblada principalmente por 
interneuronas GABAérgicas denominadas células de Cajal (27,30,224,230) (figura 1), 
luego la escasa tinción positiva para glutamato no superior al 2% puede ser el resultado del 
rol metabólico del glutamato como precuersor del GABA (Figura 5). 
 
En la capa II de los animales inoculados por la vía intracerebral no se cuantificaron 
cambios en el el número de neuronas inmunorreactivas para glutamato, como sí sucedió 
con todas las células positivas para GABA cuyo número varió a través de las capas 
corticales independientemente de la vía de inoculación. Por ello, es posible afirmar que el 
número de neuronas inmunorreactivas a GABA y glutamato se alteran a causa de la 
infección rábica, pero que éstos cambios no varían significativamente según la ruta de 
inoculación para el caso específico de la corteza motora. Estos resultados contrastan con los 
hallazgos en los cerebelos de los dos grupos de animales infectados en donde los cambios 
en la inmunorreactividad de los aminoácidos solo fueron  significativos para los animales 
inoculados por la vía intramuscular. 
Los cambios en la inmunorreactividad de GABA y glutamato a nivel del cerebelo, sólo 
significativos para los animales inoculados por la vía intramuscular pueden estar asociados 
con la llegada del virus rábico a la corteza. Se considera que en su ruta natural el virus 
rábico llega primero a las neuronas de la capa V (202,205,256) y que por transporte 
retrogrado se sigue dispersando al resto del encéfalo (205,206). Si se tiene en cuenta que 
existe un mayor número de conexiones entre el cerebelo y la parte más frontal de la corteza 
motora es posible que en la ruta de inoculación intramuscular ocurra una mayor dispersión 
viral de antígeno rábico hacia el cerebelo que logre producir de manera más notable los 
efectos observados en la inmunorreactividad de los dos neurotransmisores. 
Los mecanismos por los que durante la infección rábica se produce aumento de la 
inmunorreactividad del glutamato son desconocidos y a partir de este estudio no es posible 
elucididarlos. Los resultados previamente obtenidos por nuestro grupo (203), y lo reportado 
en este estudio se suman a las pocas evidencias que plantean posibles asociaciones entre la 
presencia del virus y las alteraciones del sistema glutamatérgico (257143). La participación 
de éste sistema en el desarrollo de la patología rábica previamente se ha probado en otros 
modelos de estudio de la enfermedad, por ejemplo se ha determinado que el uso de MK-
801 (un antagonista no competitivo del receptor para glutamato tipo NMDA inhibe la 
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replicación viral en cultivos de neuronas corticales de rata infectadas con virus CVS de la 
rabia (198). Este efecto no es una consecuencia virucidal porque el mismo fármaco no 
inhibe la replicación de otros virus como el herpes simplex, la estomatitis vesicular, el 
poliovirus tipo I y el VIH (198).  
 
El posible papel del receptor NMDA en la replicación del virus rábico también se ha 
probado en otros estudios. El uso de Ketamina, otro antagonista no competitivo del receptor 
NMDA inhibe la transcripción del virus rábico en cultivos de neuronas corticales (199) y su 
inoculación estereotáxica en el neoestriado de ratas infectadas con rabia redujo la infección 
viral a nivel del tálamo, corteza y de la formación hipocampal (257).  
 
El aumento del glutamato a nivel cortical durante la infección rábica puede estar asociado 
con la mayor tasa de liberación del neurotransmisor debido a la sobreexpresión de algunos 
de los receptores para el aminoácido  porque la liberación de glutamato está fuertemente 
influenciada por señales de la célula postsináptica a la presinaptica (258), sin embargo, no 
se descarta el hecho de que el virus rábico pueda producir alteraciones sobre el 
metabolismo del neurotransmisor que produzcan el efecto contrario, es decir, que se genere 
la sobreexpresión de los receptores por la alta estimulación del glutamato. En ambas 
posibilidades podría ocurrir la sobreexpresión de los receptores para glutamato tipo NMDA 
y esto cobra importancia si se tienen en cuenta los resultados obtenidos con los antagonistas 
no competitivos del receptor, dado que el mismo podría ser un receptor del virus rábico 
(257) o un agente que module la entrada del virus a la célula. Las alteraciones en el ciclo 
glutamato-GABA también pueden producir un incremento en la inmunorreactividad del 
neurotranasmisor porque al modificarse el ciclo, el glutamato se acumularía en las neuronas 
GABAérgicas haciendo que tales células también puedan generar una tinción significativa 
(11). 
 
La disminución en el número de neuronas inmunorreactivas para GABA a nivel de la 
corteza motora previamente había sido reportada por nuestro grupo en ensayos con 
animales inoculados con virus rábico por la vía IM (13), pero este el primer reporte en 
donde se comparan los efectos de las dos vías de infección y de los neurotransmisores 
GABA y glutamato. La pérdida en el número de células positivas para GABA puede ser el 
reflejo de las alteraciones en el metabolismo del neurotransmisor como resultado de 
posibles modificaciones en las enzimas encargadas de su síntesis, sin ambargo, Ladogana y 
colaboradores no hallaron cambios  en la inmunorreactividad de la GAD, pero este solo 
dato no indica que la enzima pueda presentar fallas en su actividad (12).  
 
La disminución en la síntesis de GABA reduce la posibilidad de unión del neurotransmisor 
a receptores inhibitorios que regulan el correcto balance entre la inhibición y la excitación 
neuronal, un fenómeno que parece presentarse durante la infección rábica. Ladogana y 
colaborares  afirman que durante la infección rábica ocurre una mayor tendencia hacia el 
estímulo depolarizante; ellos luego de infectar cultivos neuronales y astrocitos con una cepa 
virus CVS cuantificaron una mayor liberación del GABA al medio extracelular y una 
menor tendencia de unión del aminoácido al receptor (12). 
 
La hipótesis de la tendencia al estímulo despolarizante se ha probado en otros estudios; la 
infección de células de neuroblastoma con virus rábico produjo la perdida de corrientes 
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rectificadoras de potasio (18). En ratones infectados con rabia se alteró la expresión de una 
isoforma de la óxido nítrico sintetasa (NOS) y la cantidad de óxido nitrico se incremento 30 
veces por encima de la cantidad observada en los ratones  control (259). El óxido nítrico es 
un mensajero retrógrado y en rodajas hipocampales de ratones knockout para una isoforma 
de la NOS se redujo la liberación de glutamato en condiciones basales y estimuladas (260). 
Según esto, el incremento del glutamato observado en este estudio a nivel cortical y cerebelar 
tambien podría ser el resultado de una sobreexpresión de algunas de las enzimas encargas de la 
síntesis del óxido nítrico.  
6.7 Efectos de la infección viral sobre la distribución de glutamato y GABA en la 
corteza somatosensorial 
 
Al evaluar la corteza somatosensorial se encontró un efecto contrario a lo observado en la 
corteza motora, aquí se halló pérdida del número de neuronas inmunorreactivas a glutamato 
y aumento en las inmunorreactivas a GABA. En la capa I no se observaron efectos en la 
inmunorreactividad del glutamato, quizás, por las mismas razones dadas en las 
interpretaciones para la corteza motora.  Los efectos contrarios observados en los dos tipos 
de corteza pueden ser resultado de las diferencias funcionales y anatómicas de cada área si 
se tienen en cuenta los hallazgos realizados por Rathelot y colaboradores (205,206) 
enunciados en la sección 6,4; asi mismo las diferencias morfológicas encontradas en el 
presente estudio entre las células piramidales de la capa V y las secciones más frontales y 
caudales (figuras 12 y 13) podrían estar relacionadas con tales resultados. 
 
Los hallazgos para las distintas áreas corticales indican que el virus de la rabia afecta de 
modo diferencial la inmunorreactividad de glutamato y GABA en la corteza motora y 
somatosensorial. Estos resultados son difiles de explicar, sobre todo para la corteza 
somatosensorial porque aquí se esperaría que la pérdida de glutamato se reflejara en la 
perdida de GABA al ser el glutamato el principal precursor del aminoácido (57,58,59) Es 
posible que al perderse el glutamato, el GABA se sintetice partir de otras vías alternas por 
ejemplo a través de las vias de las polimiaminas y probablemente de la ornithina-putrescina 
(65,80). En ratones epilépticos se encontró aumento en la actividad de la GABA 
transaminasa (GABA-T) sin cambios  en los niveles de GAD y GABA. Estos resultados 
indican que durante la epilepsia puede ocurrir la síntesis alterna de GABA por ejemplo a 
través de la vía ornithina-putrescina porque los cultivos de astrocitos derivados de ratones 
epilépticos mostraron una acelaración en la formación de GABA a partir de la putrescina 
respecto a los cultivos de ratones normales (65).  
 
En un corte coronal, a nivel de la corteza somatosensorial, también se observa la formación 
hipocampal. En este estudio se halló pérdida de inmunorreactividad a glutamato a nivel de 
las células gránulo en el giro dentado de los ratones inoculados por la vía intramuscular. Al 
apreciar los cortes con antígeno rábico en los dos modelos de infección se observa escasa o 
ninguna reacción positiva para el antígeno viral a nivel del giro dentado. Estos resultados 
corresponden con lo reportado en otros estudios de infección rábica (15,261,262), luego la 
pérdida de inmunotinción no puede estar relacionada con un efecto directo del virus. Esta 
pérdida de inmunotinción tampoco se puede asociar a la pérdida neuronal porque el patrón 




Los efectos en las células gránulo del giro dentado han sido evaluados durante la infección 
con el virus de la Coriomeningitis Linfocítica (LCMV), pero en ese caso, tras inocular ratas 
con el LCMV, se encontró una alta concentración de antígeno viral acompañada de pérdida 
de las células gránulo y disminución de las neuronas inmunorreactivas para parvoalbúmina 
(PV). En este estudio además se halló un aumento de los impulsos excitatorios y reducción 
de los inhibitorios (197); cambios que los autores asocian con la pérdida de la 
inmunorreactividad a parvoalbúmina. Según éstas evidencias, es posible considerar que 
durante la infección rábica no ocurra un aumento del impulso excitatorio a nivel de la 
corteza somatosensorial y de la formación hipocampal, sino que por el contrario se facilite 
la inhibición y prueba de ello sea el aumento en la inmunorreactividad de GABA a este 
nivel cortical. 
6.8 Signos clínicos y correlación con los marcadores  neuronales  
 
En todos los grupos de animales tratados, controles e infectados, por las dos vías de 
inoculación, se observaron aumentos en el peso hasta las 48h postinoculación y 
decaimientos en los dos grupos de infectados con virus a las 72h p.i. La pérdida de peso 
podría coincidir con el tiempo que dura el virus para llegar al SNC  porque algunas autores 
reportan que aproximadamente en el día 3 p.i., se logra visualizar el virus en las 
motoneuronas en los niveles torácico y cervical de la médula (205).  
 
Los animales inoculados con rabia por la vía IM desarrollaron parálisis flácida, ascendente 
y simétrica mientras que los inoculados por la vía IC presentaron signos asociados a  la 
forma encefálica tales como temblor, encorvamiento, movimientos en círculo repetitivos y 
marcha descordinada con inclinaciones hacia un lado y otro; estos signos clínicos se han 
descrito en otros modelos experimentales de ratones infectados con rabia por la vía IC (15, 
263) pero los signos clínicos observados en la inoculación intramuscular también simulan 
parte del cuadro que se describe en el  síndrome de Guillian Barré (15,263), un síndrome en 
donde parece no existir compromiso de las neuronas del asta anterior, a pesar de 
presentarse  parálisis (173). Es posible que los ratones inoculados por la vía IM desarrollen 
otros síntomas que no son fácilmente observables y quizá similares a los que se presentan 
en los animales inoculados por la vía IC, pero tales alteraciones se pueden enmascarar con 
la parálisis severa que se presenta desde el inicio de la enfermedad.   
 
La debilidad observada en las extremedidades de los ratones inoculados por la vía IM 
puede ser el resultado de algunas alteraciones que se han descrito en pacientes con rabia 
paralítica como la degeneración en los nervios periféricos por procesos de cromatolisis, 
desmielinización segmentada y degeneración Walleriana (173). Sin embargo a pesar del 
daño motor, en los pacientes con rabia paralítica no se describen alteraciones en las células 
del asta anterior tal y como sucede con en el síndrome de Guillian Barré; estas alteraciones 
son más comunes en los casos de pacientes que presentan la forma encefálica  o en otras 




El encorvamiento que presentaron los ratones inoculados por la vía IC se ha descrito en 
otros estudios de inoculación intracerebral de rabia y algunos autores la asocian  con el 
equivalente a una convulsión (15). Este patrón postural también se ha observado en 
modelos de ratones que poseen algún tipo de mutación en los canales de sodio SCN2A 
dependientes de voltaje y en ratones tratados con ácido kainico; dos condiciones en las que 
se favorece la hiperexcitabilidad neuronal y en las que es común que se presenten estados 
convulsivos (264,265). En el presente trabajo se encontró, en los dos grupos de animales 
infectados, pérdida de GABA y aumento de glutamato, en la parte más rostral de la corteza 
motora y en cerebelo. Esto indica que en la infección rábica se puede favorecer la 
hiperexcitabilidad de las vías motoras  y que tal condición puede causar la disfunción de las 
neuronas en la médula responsables del movimiento del tronco.   
 
Los movimientos en circulo repetitivos y hemilaterales que se observaron en los ratones 
inoculados con rabia por la vía IC semejan parte de los signos clínicos descritos en el 
hemibalismo, un transtorno en el que se producen movimientos involuntarios, erráticos y 
desordenados (266), debido una alteración del sistema motor extrapiramidal o involuntario, 
que además se asocia con el daño en los cuerpos de Louis ubicados a nivel del subtálamo 
(267). Algunos autores consideran que dicha alteración puede deberse a la pérdida de 
excitación glutamatérgica del núcleo subtalámico (266), porque las proyecciones 
glutamatérgicas de este  núcleo estimulan la liberación de GABA desde la sustancia negra 
reticulada y la porción medial del globo pálido al tálamo (268). Si tal conexión se pierde no 
ocurre la correcta inhibición del tálamo y por ende se disregula la comunicación entre éste 
y la corteza motora (268).  
 
Cuando los ratones inoculados por la vía IM se levantaron por la cola presentaron apretones 
de las patas traseras. Este signo hasta el momento no se ha descrito en  modelos 
experimentales de rabia pero sí en los modelos de ratones deficientes para los  
transportadores de glicina (GlyT1 y GlyT2), quienes presentan hiperreflexia como fenotipo. 
Los ratones deficientes en el transportador GlyT1 sobreviven un dia postnacimiento y 
mueren por dificultad respiratoria por la sobreinihibición de las motoneuronas, mientras 
que los ratones deficientes en GlyT2 sobreviven dos semanas (269). Es posible que durante 
la infección rábica se altere cualquiera de estos dos transportadores y sus cambios podrían 
observarse a nivel de la médula espinal y del cerebelo porque la glicina es el principal 
neurotransmisor inhibitorio de la médula espinal y colocaliza con células positivas de 
GABA en el cerebelo (270).  
 
La pérdida de peso en los dos grupos de animales infectados puede ser producida por la  
disfagia comúnmente reportada en pacientes infectados con rabia (271). Este síntoma, las 
sacudidas repentinas de las patas traseras al ser levantados por la cola, el temblor y la 
marcha descordinada son características que se pueden asociar a síndromes atáxicos por 
disfunción cerebelar (272). La disfagia y los otros signos descritos en el síndrome de ataxia 
se describen como parte de la sintomatología presente en la ataxia de  Friedreich, un 
trastorno cuyo diagnóstico se ha asociado a la pérdida de dos proteínas en el núcleo dentado 
del cerebelo: la frataxina y de la calbindina presente en terminales nerviosas que llegan al 





7. CONCLUSIONES  
Los resultados y análisis realizados durante el presente trabajo permiten concluir: 
 
1. Este es el primer estudio experimental sobre los efectos de la infección por rabia en 
el sistema GABA-glutamato y los resultados son coherentes con los signos clínicos 
conocidos para tal enfermedad. 
 
2. La distribución de neuronas inmunorreactivas para GABA y glutamato en la corteza 
y el cerebelo de ratón coincidió con lo reportado en otros estudios de ratón, rata,  
gato y mono, por ésta y otras razones el ratón es un modelo adecuado para estudiar 
los efectos del virus de la rabia sobre el sistema GABA-glutamato.  
 
3. Los anticuerpos para GABA y glutamato permiten evaluar algunos aspectos 
funcionales de las neuronas en estado normal y patológico. En la corteza cerebral 
estos anticuerpos se caracterizan por su alta selectividad en la marcación de 
interneuronas (GABAérgicas) y neuronas de proyección (glutamatérgicas), con 
excepción de las interneuronas conocidas como neuronas espinosas estrelladas, 
presentes en la capa IV de la neocorteza y que son inmunorreactivas para glutamato. 
 
4. Según los hallazgos de este estudio y lo reportado por otros autores se infiere que 
los anticuerpos para GABA no son buenos marcadores de las neuronas de Purkinje 
presentes en el cerebelo a pesar de que estas son ampliamente reconocidas como 
células GABAérgicas de proyección. Este fenómeno puede atribuirse a un 
transporte axoplasmático rápido de GABA y por lo tanto, una breve permanencia 
dentro del soma y las dendritas que disminuiría la posibilidad de detección del 
aminoácido mediante métodos inmunohistoquímicos. 
 
5. La ruta de inoculación del virus de la rabia es determinante para lograr observar 
cambios bioquímicos más fuertes porque durante la inoculación periférica existe un 
mayor  tiempo de dispersión viral.  
 
6. Las diferentes vías de inoculación del virus, intramuscular e intracerebral, 
permitieron simular parte de los signos clínicos observados en las formas en que se 
desarrolla la rabia paralítica y encefálica reportada en trabajos previos, sin embargo 
con este trabajo no es posible realizar asociaciones de causa-efecto entre los signos 
clínicos y  los resultados obtenidos con los diferentes marcadores neuronales.  
 
7. La pérdida de peso a los tres días de inoculación observado con las dos vías de 
infección coincide con el periodo que dura el virus en aparecer a nivel torácico y 
lumbar reportado en otros estudios.   
8. Los efectos sobre GABA y glutamato fueron similares con las dos vías de infección  
en los dos niveles corticales (motor y somatosensorial), pero la  inmunorreactividad 
de los neurotransmisores se afectó de modo diferencial. En la corteza motora se 
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observó un aumento de inmunorreactividad a glutamato  y pérdida de GABA, 
mientras que en la corteza somatosensorial el efecto fue  contrario. 
 
9. Las diferencias cuantificadas sobre la inmunorreactividad de los anticuerpos en 
cerebelo, solo significativas para los animales inoculados por la vía intramuscular, 
pueden deberse a que el virus llega primero a la capa V de la corteza motora cuando 
se realiza inoculación intramuscular; esta ruta de infección puede tener una ventaja 
respecto a la inoculación intracerebral, al poder dispersarse más rápidamente el 
virus de modo retrógrado desde la corteza motora hacia el cerebelo.  
 
10. En los animales inoculados por la vía intramuscular se observó pérdida de 
inmunorreactividad de glutamato, en las células gránulo del giro dentado, pero este 
resultado parece no corresponder a la pérdida neuronal debido a que durante la 
infección no se observaron alteraciones en el patrón de distribución celular a ningún 
nivel encefálico. 
 
11. El antígeno rábico se distribuyó en las áreas encefálicas de la misma forma, por las 
dos vías de inoculación,  excepto en los cerebelos de los animales inoculados por la 
vía intramuscular en donde se notó una mayor inmunotinción. Sin embargo, estos  
resultados y los obtenidos con los otros anticuerpos no permiten establecer 
asociaciones con las diferentes formas en que se manifestó la patología después de 
cada ruta de inoculación.  
 
12. El aumento de glutamato en la capa granular y la pérdida de GABA en la capa 
molecular cortical de los cerebelos de animales infectados puede ser una condición 
que favorece el estímulo despolarizante, por esta razón, es posible que la 
parvoalbúmina aumente su expresión a nivel de las folias y núcleos profundos 
cerebelares con el fin de regular el posible aumento de entrada de calcio. 
 
13. Existe un desbalance entre la inhibición y la excitación neuronal durante la 
patología de la rabia en donde las alteraciones del metabolismo GABA-glutamato 
podrían jugar un papel importante. Estas evidencias no excluyen la participación de 
los receptores para los aminoácidos y de otros sistemas de neurotransmisión, pero al 
nivel que se debe llegar es lograr determinar si son causa o efecto.  
8. RECOMENDACIONES  
1. Es necesario realizar ensayos con los anticuerpos para GABA, glutamato y 
parvoalbúmina, en otras áreas encéfálicas, para hacer un mapeo del comportamiento 
de los aminóacidos durante la infección rábica no solo con virus fijo sino, con virus 
calle, el virus que produce la infección natural. 
 
2. Se sugiere estudiar la distribución de los receptores para GABA y glutamato en el 
ratón, en las dos áreas corticales evaluadas en este estudio, tanto en condiciones 
normales como después de la infección rábica, para determinar hasta qué punto el 
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efecto diferencial observado en la inmunorreactividad de los neurotransmisores 
obedece a la expresión de los principales receptores para los aminoácidos.  
 
3. Los resultados aquí obtenidos sugieren que tanto las células GABAérgicas como las 
glutamatérgicas afectan su función debido a la presencia del virus. Resultaría de 
gran interés realizar estudios de colocalización del virus y receptores de glutamato 
tipo NMDA en los dos tipos celulares, para determinar si existe algún tipo de 
preferencia en el momento de la replicación viral. Así mismo, con ello se 
establecería si este tipo de receptores actúan o no como blanco de unión viral como 
se ha propuesto recientemente por distintos autores o si únicamente son facilitadores 
de las condiciones de infección. 
 
4. Se requieren más estudios de la infección rábica en los diferentes sistemas de 
neurotransmisión con el fin de aumentar el conocimiento de las modificaciones 
bioquímicas que ocurren durante la patología rábica y por ende de posibles blancos 
terapéuticos, porque la letalidad producida durante la enfermedad puede obedecer a 
cambios bioquímicos que impactan severamente la función neuronal. 
 
5. Es necesario realizar estudios con los agonistas y antagonistas de los receptores de 
GABA y glutamato en animales infectados con rabia para probar posibles 
alternativas terapeúticas en el momento que se presentan los signos clínicos de la 
infección.  
 
6. Resulta de gran interés evaluar el papel del sistema glicinérgico a nivel de la médula 
espinal en modelos inoculados con virus de la rabia por la vía intracerebral y 
periférica para establecer posibles asociaciones con los signos clínicos que se 
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APENDICE 1.  
PRIMERA TITULACIÓN DEL VIRUS 
(Datos de Titulación del Virus CVS después de un Pase de repotenciación) 
 
Fecha de inicio de la prueba:  15-01-11 
Fecha de finalización de la prueba: 28-01-11 
   















M   S  M S M S M S M S M S M S M S M S M S M S M S M S 
1 10 
-2
 2 0 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 10 -
3
 8 0 8 2 6 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 10 
-4
 8 0 8 0 8 4 4 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 10 -
5
 8 0 8 0 8 0 8 6 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 10 -
6
 8 0 8 0 8 0 8 2 6 2 4 1 3 2 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 
6 10 
-7
 8 0 8 0 8 0 8 3 5 2 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 
7 10 -
8















 0 8 0 51 51/51=100% 
1x10
-3
 0 8 0 43 43/43 = 100% 
1x10
-4
 0 8 0 35 35/35 = 100% 
1x10
-5
 0 8 0 27 27/27=100% 
1x10
-6
 1 7 1 19 19/20 = 95%                      
1x10
-7
 3 5 4 12 12/ 16 = 75 % 
1x10
- 8
 1 7 5 7 7 / 12 = 58 % 
Nota: Los datos no son suficientes para calcular la dilución final 50 o punto en donde se produce un porcentaje del 50% o 






SEGUNDA TITULACIÓN DEL VIRUS 
(Datos de Titulación del Virus CVS después de un Pase de repotenciación) 
 
Fecha de inicio de la prueba:   06-02-11 
Fecha de finalización de la prueba: 24-02-11  
 
# ensayo Dilución # animales Día 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Día 11 Dia 12  Dia 13  Dia 14  Día 18 
M   S  M S M S M S M S M S M S M S M S M S M S M S M S 
1 1x10
-3
 8 0 8 0 8 4 4 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 1x10
-4
 8 0 8 0 8 0 8 6 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 1x10
-5
 8 0 8 0 8 0 8 0 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 1x10
-6
 8 0 8 0 8 0 8 7 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 
5 1x10
-7
 8 0 8 0 8 0 8 0 8 7 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 
6 1x10
-8
 8 0 8 0 8 1 7 1 7 5 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 
7 1x10
-9
 8 0 8 0 8 1 7 1 7 5 2 0 2 0 2 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 
8  1x10
- 10
 8 0 8 0 8 1 7 1 7 5 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 
9 1x10
-11
 8 0 8 0 8 0 8 0 8 1 7 0 7 0 7 1 6 0 6 0 6 0 6 0 6 0 6 
10 1x10
-12
 8 0 8 0 8 0 8 0 8 1 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 
11 1x10
- 13














 0 8 0 60  60/60=100% 
1x10
-4
 0 8 0 52 52/52=100% 
1x10
-5
 0 8 0 44 44/44=100% 
1x10
-6
 1 7 1 36 36/37=97.30% 
1x10
-7
 1 7 2 29 29/31=93.55% 
 1x10
- 8
 2 6 4 22 22/26=84.62% 
1x10
-9
 1 7 5 16 16/21=76.19% 
1x10
-10
 3 5 8 9 9/17=52.94% 
1x10
- 11
 6 2 14 4 4/18=22.22% 
1x10
- 12
 7 1 21 2 2/23=8.7% 
1x10
- 13
 7 1 28 1 1/29=3.4% 
 
Nota 1: El  número de acumulados vivos se completa desde la dilución más baja a la más alta. El primer dato  corresponde al # 
de supervivientes de la dilución más baja  y el segundo dato a la suma del primer dato de acumulados vivos con el # de 
supervivientes de la segunda dilución. Se realiza la misma secuencia para los datos posteriores.   
Nota 2: El número de acumulados muertos se completa desde la dilución más alta a la más baja.  El primer dato corresponde al 
número de  acumulados muertos de la dilución más alta y el segundo dato a la suma del primer dato de acumulados muertos con 
el # de muertes de la penúltima dilución más alta. Se realiza la misma secuencia para los datos posteriores.   
Nota3: Si el porcentaje de mortalidad en alguna dilución es el 50% ese dato corresponde a la dilución final 50.  
 
Como ninguna dilución dio un valor que produjera un porcentaje de mortalidad igual al 50% es necesario calcular ese punto mediante el uso 
de logaritmos.  
 
Cálculo de la DL-50 
 
50%-(mortalidad inmediatamente inferior  al 50%) 
______________________________________________ X Logaritmo del factor de dilución 
(mortalidad inmediatamente superior al 50%-mortalidad  
inmediatamente inferior al 50%) 
 
Como el factor de dilución es 10 y su logaritmo en base 10 es 1 tenemos que   
 
50-22,22/52.94-22.22=0.904x1 
 Tomando el logaritmo recíproco de  nuestra dilución de partida (dilución que produce una mortalidad inmediatamente inferior al 50%) que 







Log (dilución final del50%)    =10,1 








. Para asegurar una mortalidad 













PROTOCOLO INMUNOHISTOQUÍMICA DE GLUTAMATO  GABA Y 
PARVOALBÚMINA 
(corteza y cerebelo) 
 
Cálculos para 6 minicajas de Petri de 1.5 cm de diámetro y 1 cm de alto.  
 
1. Cortes de vibrátomo de 50 μm. Lavar toda la tarde con dos cambios en PBS mínimo 
de una hora y dejar los cortes en PBS-Azida toda la noche a temperatura ambiente. 
Mantener en agitación constante en ésta y en las siguientes etapas. 
 
Lavados en PBS (3 x 10´ c/u) 
 
2. Tratamiento con cloruro de amonio 0.05 M o borohidruro de sodio al 0.5%.       30’.  
 
Lavados 3 veces en PBS; 10´, 5´, 5´. 
 
3. Inactivación de peroxidasa endógena (H2O2 30% en PBS; 1ml + 9ml).               30’ 
Lavados 3 veces en PBS,  5´ c/u. 
 
Lavados en PBS (3 x 10´ c/u) 
 
4. Bloqueo en suero normal, albúmina bovina y tritón. No lavar.                               30’   
Proporciones para preparar un volumen final de 7.5 ml  (1.25 ml por minicaja). 
 
PBS     7.2  ml   
Suero normal  (cabra o caballo)      225  L 
BSA                                                 225  mg 
Tritón            75  L 
 
 
5. Incubación en solución con anticuerpo primario (Toda la noche).   20h                      
    
 
Incubación por separado en diluciones [1:2500] de anticuerpos policlonales de 
antiGABA y antiglutamato marca sigma, para los cortes de  corteza. En el cerebelo 
se realizaron las mismas incubaciones, pero adicional a esto se llevaron a cabo  




Ej: preparación dilución 1:2500 para volumen final de 7.5 ml. 
Glutamato  (1:100)     300 l    
PBS-Az                    7.2 ml                                             
       
Lavados en PBS  (3 x 10´) 
  
6. Incubación en anticuerpo secundario. Ensayar diluciones 1:200, 1:400, 1:600. 2h     
                                                 
1
 Adicional a los dos marcadores neuronales objeto de estudio se realizaron incubaciones con anticuerpo 
monoclonal para parvoalbúmina en los ensayos de cerebelo porque el antiGABA no fue un buen 




Ej: Anti-conejo (1:400) para 7.5 ml (3.75 ml 1:200 + 3.75 ml de PBS)                          
 
Lavados en PBS  (3 x 10´)  
 
7. Incubación en solución ABC (Kit Vector)      2h 
                                                                  
 
PBS        10 ml 
Reactivo A                2 gotas 
Reactivo B    2 gotas 
  
8. Lavados PBS (3x10´). 
 
Revelado con kit DAB-Níquel (Vector)                          1 min + 30” aprox. 
            
9. Lavar con agua destilada y posteriormente con PBS. Pegar los cortes en láminas  




INMUNOHISTOQUÍMICA DE RABIA PARA CORTES DE VIBRÁTOMO Y 
PARAFINA 
 
1. Cortes 7m en láminas de poli-lysina. 
2. Desparafinar láminas en horno a 60C toda la noche.  
3. Tratamientos con xilol: 3 por  3´. 
Paso por etanol 5 por 3´. 
Lavado con agua de chorro en vaso de Coplin.  
4. Cubrir con solución de tripsina (digestión enzimática) a 37C.    30´ 
Solución de tripsina  
60ml Tris o PBS  
0,05g de tripsina  
0,05g de Ca2Cl 
 
5. Incubar en solución de peróxido de hidrógeno al 1%.  
 
6. Lavar con agua de chorro en vaso de coplin.  
 
7. Tratamiento con EDTA pH 8.0 (precalentado 30´ sin láminas), al calor   30´ 
 Lavar refrigerar o dejar secar al ambiente 
8. Incubar en solución de bloqueo   (Suero normal equino 1:20 por  (no lavar)          
20´ 
9. Anticuerpo primario 1:800 (parafina) 1: 1600 corte en vibratomo 25- por 1h.  
Lavar con PBS o TRIS 
10. Incubar en complejo ABC (complejo avidina-biotina).    30´ 
Solución complejo A-B 
1 gota de A 
1 gota de B  
5ml PBS 
Lavar con PBS o TRIS 
11. Revelar `con DAB por 2-5´. 
Lavar con PBS o TRIS descartado en hipoclorito de sodio 
12. Contrastar con hematoxilina de Harris por 5´. 
Lavar con agua de chorro 
Pasar por agua amoniacal por 3” 
Lavar con agua de chorro 













Tratamiento de datos del número de neuronas positivas para glutamato en la corteza  
motora de ratones infectados por vía Intracerebral (IC)  
 
 
Para el análisis o tratamiento de datos de neuronas positivas para glutamato o GABA se 
consideraron las capas corticales como una fuente de bloqueo, porque el  límite de las capas 
o espesor laminar podría determinar el número de neuronas. 
 
Al considerar las capas como bloques  se está reduciendo el error  experimental. Los datos 
indican que el número de neuronas entre capas es diferente y por lo tanto si no se 
consideraran las capas como una fuente externa de variabilidad, se podría llegar a 
conclusiones erróneas.  Al considerar las capas como una fuente de bloqueo, lo que se está 
haciendo es “recoger” toda la variabilidad (diferencias) entre capas en ese factor,  la cual no 
se debe al efecto del tratamiento sino a la naturaleza de las capas (ref 213).  
 
Los análisis se realizaron con los datos puros (apéndice 11), para evitar cometer errores de 
sesgo de datos por promedio (ref 213). Por cada muestra se obtuvieron seis (6) conteos, 
como resultados de las mediciones realizadas por dos observadores mediante el método de 
doble ciego, tres (3) conteos por observador. 
Los datos se trataron con un modelo completamente aleatorizado, porque los cortes en los 
que se realizaron los conteos se escogieron de manera aleatoria.  
 El modelo propuesto para el tratamiento fue: 
                    
        = efecto de la media global. 
        = efecto de los tratamientos, con     para control  e     para infectados. 
       = efecto de los bloques, en este caso corresponde a las capas del cerebro. 
      = error experimental 
La hipótesis a probar fue: 
                      
                                                           
Con la hipótesis nula, se está considerando que no hay  diferencia en el valor promedio de 
neuronas positivas en la corteza motora para los dos tratamientos  y con la hipótesis 
alternativa, se propone que al menos uno de los tratamientos tiene un efecto diferente sobre 
las neuronas positivas presentes en la corteza motora. 
ANOVA glutamato tratamiento IC: 
Causa de 
Variación Gl SC CM F p-valor 
Tratamiento 1 27002.2978 27002.2978 77.05 <.0001 
Capas 11 519884.782 47262.2529 134.85 <.0001 
Error 635 222547.795 350.469     
Total 647 769434.875 
 
    
 
 Gl = grados del libertad de cada uno de los factores considerados, de tal manera que 
para tratamiento se tiene 1 grado de libertad, dado que se están estimando dos 
parámetros(hay dos tratamientos). Para capas se tienen 11 grados de libertad, dado 
que se están estimando 12 capas. Siempre los grados de libertad es el número de 
parámetros a estimar menos 1. 
 SC = corresponde a la suma de cuadrados de cada uno de los factores, de alguna 
manera está relacionado con la varianza de esos factores. Si se suman SC para 
tratamientos y para capas, se obtiene la variación atribuible al modelo.  
 CM= corresponde al cuadrado medio de cada uno de los factores considerados, se 
usan para obtener el estadístico F, distribución que permite probar la hipótesis de 
igualdad de medias de tratamientos. La fórmula para calcular F es: 
 
  
               
         
 
 
 F= es el estadístico que se usa para probar la hipótesis planteada de igualdad de 
medias.  Este es un valor correspondiente a la distribución F.  
 Valor-p= es la probabilidad de que el  F que se obtuvo en el paso anterior, sea 
mayor que el que se presenta en la tabla de la distribución F. Pero no es necesario 
buscar el valor del F en las tablas de la distribución F, dado que únicamente es 
necesario comparar el valor-p que se obtuvo con el nivel de significancia 
considerado para la prueba. Así, por ejemplo con un nivel de significancia    
    =5%. Si el valor-p es menor que el    considerado, se rechaza la hipótesis nula 
y en caso contrario no. 
  
                          Tukey's Studentized Range (HSD) Test for NEURONAS
Alpha 0.05
Error degrees of freedom 635
Error mean square 350.469
Critical value of studentized range 2.7771












                     Means with the same letter are not significantly different.
TRATAMIENTO
Interpretación de análisis de varianza  
El p valor del ANOVA indica que con un nivel de significancia del 5%, se rechaza la 
hipótesis nula y por lo tanto se tiene que el promedio de neuronas positivas en la corteza 
motora difiere para cada uno de los tratamientos. El p valor de las capas muestra que el 
número de neuronas difiere de una capa a otra y entre controles e infectados corroborando 
que las capas se comportan como bloques.  
Para confirmar que las  medias en cada uno de los tratamientos son significativamente 
diferentes, se consideró la prueba de comparación múltiple de Tukey. 







 Alpha: nivel de significancia para la prueba.  
 Grados de libertad del error: iguales a los obtenidos en la tabla de análisis de 
varianza. 
 Diferencia mínima significativa u honestamente significativa: valor con el 
cual se compararon las diferencias de las medias de  los tratamientos. De tal 
manera que si la diferencia entre las medias es mayor que la diferencia 
mínima significativa se asigna cada tratamiento a un grupo diferente. Los  
grupos son mostrados en la parte donde aparece A y B. Esto es indicio que 
las medias de los tratamientos  son diferentes. 
Interpretación Test de Tukey  
Análisis para los datos: con un nivel de significancia del 5%, se  tiene que en promedio las 
neuronas positivas son efectivamente diferentes para el grupo de ratones infectados vía 
intracerebral y el grupo control. 
De acuerdo a los resultados presentados, se concluye que el tipo de tratamiento aplicado 
tiene un efecto significativo en el promedio de neuronas positivas para glutamato en la 
corteza motora, teniendo en promedio más neuronas positivas en los ratones infectados con 
el virus de la rabia que los ratones control. 
APÉNDICE 6 
 
Tratamiento de datos del número de neuronas positivas para glutamato en la corteza  
motora de ratones infectados por vía Intramuscular  (IM) 
 
Se trabajó con un  diseño en bloques con submuestreo completamente aleatorizado, 
considerando las capas de la corteza motora como fuente de bloqueo, como se indica en el 
apéndice 5.  El modelo de submuestreo se define cuando el objeto tratado no es igual al objeto 
observado, para este caso el músculo del ratón es el objeto tratado y el cerebro el objeto 
observado.  
El modelo considerado fue: 
                      
   =  efecto de la media global. 
    = efecto de los tratamientos respecto a la media general, i=1 para control e i=2 para 
infectados. 
    = error experimental. 
       error observacional. 
La hipótesis a probar fue: 
                      
                                                           
ANOVA Glutamato tratamiento IM :  
Causa de 
Variación gl SC CM F p-valor 
Tratamiento 1 134534.67 134534.67 301.78 <.0001 
Capas 11 709835.81 64530.53 
 
0,0016 
Error Experimental 11 13559.96 1232.72  2.77   
Error Muestral u 
observacional  696 310278.87 445.803 
  Total 719 1168209.31       
 
Interpretación de análisis de varianza  
El p valor del ANOVA indica que con un nivel de significancia del 5% se rechaza la 
hipótesis nula y por lo tanto se tiene que el promedio de neuronas positivas en la corteza 
motora para glutamato vía intramuscular difiere para cada uno de los tratamientos. Por otra 
parte, las capas que actúan como un factor de bloqueo  varían significativamente lo que 
indica que el número de neuronas es diferente entre capas y entre controles e infectados.  
Para corroborar que las  medias en cada uno de los tratamientos son significativamente 
diferentes, se considera la prueba de comparación múltiple  de  Tukey.  
Tabla prueba de Tukey 
 
Interpretación Test de Tukey  
El test corrobora que el promedio de neuronas positivas para glutamato en la corteza 
motora difiere para los ratones infectados con virus rábico por vía intramuscular y para los 
ratones control. En tal caso, se tiene que en promedio hay más neuronas positivas para los 
ratones infectados que para los controles. 
 
Alfa 0.05
Grados de libertad del error 696
Error cuadrado medio 445.803
Valor crítico de rango estudentizado 2.77664





 Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para NEURONAS








Tratamiento de datos de cambio en el peso en animales control e infectados por la vía 
intracerebral  
  
Se consideró un diseño en bloques completamente aleatorizado,  en el cual se consideran los días 
como factores de bloque dado que éstos pueden representar una fuente potencial de variabilidad. 
Se llevó a cabo esta interpretación porque los tratamientos se asignaron de manera aleatoria a las 
unidades experimentales, los ratones. 
El modelo para éste tipo de diseño fue: 
                                                                       
Donde: 
      es el peso del animal asignado al tratamiento i y al bloque j. Así, por ejemplo 
        , corresponde al peso del ratón que está en el grupo control y en el día 0 
(cuadro 1 de los resultados).       porque hay dos tratamientos, control e infectados.  
             porque son cinco los días considerados. 
    es la media global de los datos, es decir, el promedio de todos los pesos. 
     representa el efecto del tratamiento i con respecto a la media global  . 
    representa el efecto del bloque j con respecto a la media global  . 
      es el error aleatorio,  que se asume          
  . 
La hipótesis a probar fue: 
                      
                                                           
Con la hipótesis nula, se está considerando que no hay  diferencia en el peso promedio de los 
animales para los dos tratamientos  y con la hipótesis alternativa, se propone que al menos uno 
de los tratamientos tiene un efecto diferente sobre los pesos de los animales. 
ANOVA pesos vía IC: 
Causa de 
Variación Gl SC CM F p-valor 
Tratamiento 1 136.66 136.66 32.2 <.0001 
Días 4 137.91 34.477 8.12 <.0001 
Error 94 398.92 4.244     
Total 99 673.49       
 
De tal manera que con un nivel de significancia del 5%, se rechaza la hipótesis nula y por lo 
tanto se tiene que el peso promedio de los animales difiere para cada uno de los tratamientos.  Es 
decir, el tratamiento aplicado a los animales afecta de manera diferente el peso de estos. Por otra 
parte, para los días que actúan como un factor de bloqueo, se tiene que el peso de un día a  otro 
difiere.  
Para corroborar que los pesos promedios en cada uno de los tratamientos son significativamente 
diferentes, se consideró la prueba de comparación múltiple  de  Tukey.  
Tabla prueba de Tukey 












alpha: 0.05 ;      Df Error: 94     
Critical Value of Studentized Range: 













Groups, Treatments means 
A Control 22.104 
B Caso 19.766 
 
De acuerdo a los resultados presentados en la anterior tabla, se tiene que el peso 
promedio de los animales difiere significativamente  para los ratones infectados y para 
los ratones control. En tal caso, se tiene que en promedio son más pesados los ratones 
controles que los ratones infectados. 
 
VERIFICACIÓN DE SUPUESTOS 
 
Se  verificaron los supuestos sobre los residuales, (ejemplo apéndice 9) para determinar si 
es apropiado utilizar una prueba paramétrica y así comparar los promedios de los 
tratamientos. Esta verificación se realizó a través de las pruebas de normalidad, 
independencia y homoceidasidad. Todas estas interpretaciones se realizaron antes de 
realizar el test de tukey.  
 
1. Normalidad 
La hipótesis nula en estas pruebas es: “los datos provienen de la distribución normal”, tal que el 
sistema de hipótesis que se está probando es: 
                                        
                                           





ajuste$residuals    








CONCLUSIÓN: con un nivel de significancia del 5% (       , no se rechaza la 
hipótesis nula. Por lo tanto se tiene que los residuales se distribuyen de manera normal. 
2. Independencia 
La hipótesis nula en ésta prueba es   , tal que el sistema de hipótesis que se está probando es: 
                                      
                                         
        Pearson chi-square normality 
test 
      
data:  ajuste$residuals    
P = 8.94, p-value = 0.5378 
 
        Cramer-von Mises normality 
test 
      
data:  ajuste$residuals    
W = 0.0259, p-value = 0.8967 
CONCLUSIÓN: con un nivel de significancia del 5% (       , no se rechaza la 
hipótesis nula. Por lo tanto se tiene que los residuales son independientes. 
3. Homogeneidad de varianza 
La hipótesis nula en ésta prueba es   , tal que el sistema de hipótesis que se está probando es: 
                                         
                                            
        Bartlett test of homogeneity of variances 
        
data:  ajuste$residuals by tratamiento  
Bartlett's K-squared = 3.4281, df = 1, p-value = 
0.064 
 
CONCLUSIÓN: con un nivel de significancia del 5% (       , no se rechaza la hipótesis 
nula. Por lo tanto se tiene que los residuales son homoscedásticos, tienen igual varianza. 
Por lo tanto se han verificado que los residuales de modelo planteado son homoscedasticos, 
se distribuyen normales y son independientes. Por lo tanto cumplen con los supuestos 






Tratamiento de datos de cambio en el peso en animales control e infectados por la vía 
intramuscular  
Se consideró un diseño en bloques con submuestreo completamente aleatorizado,  en el 
cual se toman los días como factores de bloque dado que éstos pueden representar una 
fuente potencial de variabilidad. El análisis se maneja con submuestreo dado que los 
tratamientos son aplicados al ratón, en una de sus extremidades, que sería la unidad 
experimental, pero lo que se observa es el cerebro de los ratones lo que sería la unidad 
observacional. 
El modelo considerado en esta situación sería: 
                          
Cada uno de los componentes son idénticos a los que se explicaron con los datos de pesos 
por vía intracerebral. Hay un nuevo término,       el cual corresponde al error 
observacional. Es decir, en éste modelo el error se tienen dos errores       correspondiente 
al error experimental y      al error observacional. 
La hipótesis a probar fue: 
                      
                                                           
 
Causa de 
Variación Gl SC CM F p-valor 
Tratamiento 1 310.218 310.218 75.46 <.0001 
Días 6 89.715 14.953 
  Error Experimental 6 368.833 61.472 14.95 <0.001
Error Muestral u 
observacional 126 517.988 4.111 
  Total 139 1286.755     
 
De tal manera que con un nivel de significancia del 5%, se rechaza la hipótesis nula y por 
lo tanto se tiene que el peso promedio para los animales difiere para cada uno de los 
tratamientos. Por otra parte, los días que actúan como un factor de bloqueo difieren 
significativamente, comparando el  cuadrado medio de los días y el error cuadrado medio 
de error muestral.  
Para corroborar que las  medias en cada uno de los tratamientos son significativamente 
diferentes, se consideró la prueba de comparación múltiple  de  Tukey. 
Tabla prueba de Tukey 
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para NEURONAS 
Alfa       0.05 




  4.111 
Valor crítico del rango estudentizado   2.798 
Diferencia significativa mínima   0.6782 
     Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 
Agrupamiento de 
Tukey Media N TRATAMIENTO 
          
  A 23.4543 70 Control 
  B 20.4771 70 Casos 
 
De acuerdo a los resultados presentados en la anterior tabla, se tiene que el peso promedio 
de los animales difiere para los ratones infectados y para los ratones control. En tal caso, se 
deduce  que en promedio son más pesados los ratones del grupo control. 
 
VERIFICACIÓN DE SUPUESTOS 
 
Se  verifican los supuestos sobre los residuales, para determinar si es apropiado 
utilizar una prueba paramétrica para comparar los promedios de los tratamientos. 
(Esta verificación se hizo antes de aplicar la prueba paramétrica de Tukey). 
 
1. Normalidad 
La hipótesis nula en estas pruebas es: “los datos provienen de la distribución 
normal”, tal que el sistema de hipótesis que se está probando es: 
                                        
                                           




data:  residuals    






CONCLUSIÓN: con un nivel de significancia del 5% (       , no se rechaza 
la hipótesis nula. Por lo tanto se tiene que los residuales se distribuyen de 
manera normal. 
2. Independencia 
La hipótesis nula en ésta prueba es   , tal que el sistema de hipótesis que se está probando 
es: 
                                      
                                         
        Pearson chi-square normality 
test 
      
data:  residuals    
P = 2.59, p-value = 0.107 
 
CONCLUSIÓN: con un nivel de significancia del 5% (       , no se 
rechaza la hipótesis nula. Por lo tanto se tiene que los residuales son 
independientes. 
3. Homogeneidad de varianza 
La hipótesis nula en ésta prueba es   , tal que el sistema de hipótesis que se está probando 
es: 
                                         
                                            
        Cramer-von Mises normality 
test 
      
data:  residuals    
W = 0.047, p-value = >0.25 
        Bartlett test of homogeneity of variances 
        
data:  ajuste$residuals by tratamiento  
Bartlett's K-squared = 3.59, df = 1, p-value = 
0.058 
 
CONCLUSIÓN: con un nivel de significancia del 5% (       , no se rechaza la 
hipótesis nula. Por lo tanto se tiene que los residuales son homoscedásticos, tienen 
igual varianza. 
Por lo tanto se han verificado que los residuales de modelo planteado son 
homoscedasticos, se distribuyen normales y son independientes. Por lo tanto cumplen 







Tratamiento de datos de las mediciones densitométricas de parvoalbúmina en cerebelo en 
animales control e infectados por la vía intracerebral  
Se trabajó con un  diseño completamente aleatorizado, considerando los ratones como las 
unidades experimentales a los cuales se les asignó aleatoriamente alguno de los tratamientos.  
Causa de 
Variación  Gl SC CM F p-valor 
Tratamientos 1 9.37 9.37 0.5695 0.4568 
Error 28 469.72 16.454   
 0.2284 
una cola  
Total 29 479.09       
 
INTERPRETACIÓN: con un nivel de significancia del 5%, no se rechaza la hipótesis nula 
correspondiente a la igualdad de neuronas promedio en el grupo de casos y en el de controles. 
El modelo considerado para éste diseño es completamente aleatorizado , para el cual la 
ecuación es: 
               
   =  efecto de la media global. 
    = efecto de los tratamientos respecto a la media general, i=1 para control e i=2 para 
infectados. 
    = error experimental. 
Estimando los parámetros según el cuadro 18 se obtuvo la ecuación: 
                         
El 108.21 corresponde al valor de las medias de transmitancia en los controles 
Estos serían los valores ajustados para el grupo control, que corresponde a    . 
Para los datos del grupo de infectados la ecuación es similar, solamente que se considera 
        , porque se considera que la suma de los tratamientos es cero (ésta es una 
restricción que se usa en el modelamiento de los experimentos, en la cual la idea es que la 
suma de los tratamientos es cero). Así la ecuación sería: 
                         
 
El valor 107.09 corresponde al valor de las medias en los infectados 
Como se puede observar se obtiene una única estimación por tratamiento, siendo  el valor de 
transmitancia promedio en controles igual a 108.21 y de 107.09 en los infectados para las 15 
mediciones que se realizaron.  
Los residuales     que se obtuvieron fueron: 
observación control Infectados 
1 -2.4248 2.7419333 
2 -3.8908 0.4519333 
3 -6.2118 1.3619333 
4 0.9772 3.5369333 
5 2.1132 -1.7730667 
6 -1.7338 -2.6430667 
7 -1.0058 2.0789333 
8 1.3662 3.8269333 
9 2.6822 1.4699333 
0 -0.8178 -2.9170667 
11 -1.7408 -1.1070667 




14 6.9982 1.8269333 
15 -6.8998 0.2279333 
 
Con estos valores que se evaluaron los supuestos de normalidad, independencia y 
homogeneidad (ejemplo apéndices 7 y 8).  Estos valores son la diferencia entre lo observado 
y lo que se estimó con la correspondiente ecuación. Así por ejemplo para la primera 
observación  del grupo de controles             (éste sería el valor observado) y el 
valor correspondiente estimado es           .  Así la diferencia entre estas dos 
observaciones es                                  y éste sería el residual 
para la primera observación del grupo de casos. Así se obtienen todos los demás residuales. 
TEST DE TUKEY 
Para corroborar que las  medias en cada uno de los tratamientos no son significativamente 
diferentes, se considera la prueba de comparación múltiple  de  Tukey. 
  
Tabla prueba de Tukey 
 












alpha: 0.05 ;      Df Error: 28     
Critical Value of Studentized Range: 













Groups, Treatments means 
A Control 108.212 
A Caso 107.094 
 
Con lo cual se corrobora que no existe diferencia estadísticamente significativa entre el 







Purificación de glutaraldehido  
 
Resultados de la obtención de glutaraldehido (GA) purificado. La imagen (a) corresponde a 
glutaraldehido con impurezas, aquí logra observarse una banda de absorción 
aproximadamente a 230 nm ocasionada por contaminantes o por GA polimerizado. La 
imagen  (b) corresponde a GA en forma libre resultado de la purificación, nótese que la 
banda de absorción a 230 nm ha desaparecido y solo logra observarse la banda de absorción 
a 280 nm que corresponde al valor de la absorbancia del GA en forma libre. 
 
 
 
 
 
 
